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Hybridní zóna myši domácí je dlouhodobě sledovaným komplexem jedinců poddruhů Mus 
musculus musculus, Mus musculus domesticus a jejich hybridů. Tato hybridní zóna je 
považována za tenzní zónu, která je udržována rovnováhou mezi disperzí jedinců ke středu 
hybridní zóny a negativní selekcí působící proti hybridním jedincům. Jedním ze selekčních 
faktorů udržujících tenzní zónu může být snížená rezistence hybridních jedinců k parazitárním 
nákazám. V této práci porovnávám variabilitu ve zdravotním stavu myší v rámci hybridní 
zóny myši domácí pomocí hematologických znaků a otokového kožního testu. Otokový kožní 
test je metoda měření prozánětlivé imunitní reakce. Protože doposud používaná metodika 
tohoto testu neumožňovala jasnou intepretaci výsledků, v této práci jsme se zaměřili i na 
optimalizaci této metody. Zjistili jsme, že použití konkanavalinu A (ConA) je u myší mnohem 
vhodnější než aplikace doposud používaného fytohemaglutininu (PHA). Porovnání 
zdravotního stavu pomocí hematologických metod i otokového kožního testu shodně ukázalo, 
že poddruh M. m. musculus má předpoklady pro zvýšenou schopnost anti-parazitární 
rezistence oproti poddruhu M. m. domesticus. Hematologické vyšetření dále ukazuje, že 
hybridní jedinci jsou v lepším zdravotním stavu oproti rodičovským poddruhům. Naše 
výsledky tedy podporují hypotézu hybridní rezistence. Parazity zprostředkovaná selekce 
patrně nehraje významnou roli v udržování stability hybridní zóny mezi oběma poddruhy. 
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House mouse hybrid zone is a complex of subspecies Mus musculus musculus, Mus 
musculus domesticus and their hybrids. This hybrid zone is considered as a tension zone, 
maintained by balance between dispersion of individuals towards the zone center and 
negative selection against the hybrids.  Decreased anti-parasite resistance could be one of 
selective factors which maintain the hybrid zone. In this thesis, I use hematological 
methods and skin-swelling test to compare variability in mouse health state within the 
house mouse hybrid zone. The skin-swelling test is a method measuring pro-inflammatory 
immune responsiveness. Since the commonly adopted method to perform this test does not 
allow clear interpretation of the test results, in this thesis I also aim to optimise the test 
protoco . I found that utilization of concanavalin A (ConA) is more suitable in mice than 
application of the commonly used phytohemaglutinin (PHA). Assessment of health state of 
mice by both hematological methods and skin-swelling test consistently indicates increased 
ability of anti-parasitic resistance in the subspecies M. m. musculus compared to subspecies 
M. m. domesticus. Hematological examination further shows better health state of hybrid 
individuals compared to parental subspecies. Our results support hybrid resistance 
hypothesis. Parasite mediated selection most likely does not play significant role in 
maintaining stability of hybrid zone between the two subspecies. 
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Parazité jsou organismy, které napadají hostitelské jedince, žijí na jejich úkor a zhoršují 
jejich zdravotní stav (Windsor, 1998).  Zdravotní stav jedince ovlivňuje zásadně schopnost 
přežívání a tedy i reprodukční zdatnost jedince – fitness.  Jedinec napadený parazitem je tedy 
oproti zdravému jedinci znevýhodněn. Proto je pro hostitele naprosto zásadní účinná obrana 
proti parazitárním nákazám. Rozdílná schopnost kompetice zdravých jedinců s  lepší 
schopností parazitům odolávat a jedinců nemocných je základem takzvané parazity 
zprostředkované selekce (Schmid-Hempel, 2011). Tato selekce by měla u hostitelského druhu 
vést k tvorbě adaptací imunitního systému účinných ke spektru parazitů, kteří se vyskytují 
v daném ekologickém kontextu. Těmto adaptacím se každý parazit neustále přizpůsobuje tak, 
aby mohl hostitele i nadále využívat a tak je hostitelský druh se svými  parazity v neustálé 
koevoluci. Tato koevoluce se obvykle označuje jako evoluční „závody ve zbrojení“ (Dawkins 
and Krebs, 1979; Woolhouse et al., 2002). Tyto závody ve zbrojení plně zapadají do kontextu 
hypotézy Červené královny, která vysvětluje vznik extrémní variability v rámci hostitelských 
a parazitických druhů jejich vzájemnou koevolucí. Variabilita je dle této teorie adaptací 
hostitele, která znemožňuje parazitům napadat všechny jedince v populaci (Decaestecker et 
al., 2007; Gandon et al., 2008; Woolhouse et al., 2002). Závody ve zbrojení a evoluce ve 
smyslu Červené královny jsou však některými autory oddělovány (Gandon et al., 2008; 
Woolhouse et al., 2002). Interakce mezi hostitelem a parazitem zásadně ovlivňuje evoluci 
obou antagonistických druhů.  Pokud se dva hostitelské druhy vyvíjí odděleně, pak je obvykle 
odlišná i jejich evoluční historie střetů s parazity. V takovém případě dochází u hostitelských 
druhů k odlišným adaptacím, které vedou k optimálnímu přizpůsobení imunitního systému 
k parazitům jednotlivých druhů. Tímto způsobem může koevoluce s parazity vést 
k diferenciaci druhů a mezidruhové variabilitě (Kvac et al., 2013; Thornhill and Fincher, 
2013).   
Odlišnost ve schopnosti jedinců odolávat parazitům lze po infikaci pozorovat jako míru 
změny zdravotního stavu. Nejvhodnějšími indikátory zdravotního stavu jsou samozřejmě 
znaky, které přímo souvisí s aktivitou imunitního systému. Mnohé změny imunologických 
indikátorů zdravotního stavu jsou specifické pro určité typy parazitů a v případě infikace 
jinými druhy parazitů zůstávají beze změny. V případech, kdy klíčový typ parazita z hlediska 
parazity zprostředkované selekce není znám, je lepší využít obecné znaky indikující porušení 




například hematologické metody. Krev je totiž transportní médium organismu a do složení 
krve se určitou měrou promítají prakticky veškeré zásadní změny zdravotního stavu (Davis et 
al., 2008). Bílé krvinky, leukocyty, jsou hlavními efektorovými buňkami imunitního systému 
a jejich množství a zastoupení jednotlivých typů leukocytů v krvi může indikovat závažnost a 
typ parazitární nákazy. Hematologické vyšetření proto může dát dobré první vodítko pro 
posouzení obecného zdravotního stavu jedince. Jeho nedostatkem je ovšem skutečnost, že 
rozbor krve pouze popisuje aktuální stav, ale nedokáže určit příčinu rozdílů mezi jedinci. 
Výhodou je proto kombinovat hematologická data přímo se základním parazitologickým 
vyšetřením. Abychom však byli schopni identifikovat rozdíly v imunoreaktivitě mezi jedinci a 
určit tak imunologické adaptace jednotlivých druhů, je potřeba provést funkční testy. Ty je již 
potřeba provádět cíleně s ohledem na určitou vybranou skupinu parazitů. V obecné rovině lze 
velice hrubě parazity obratlovců rozdělit na dvě velké skupiny, tj. na parazity k jejichž 
eliminaci vedou adaptace protilátkové odpovědi (imunologické mechanismy typu Th2) a na 
ty, které účinně eliminuje zánětlivá reakce (imunologické mechanismy typu Th1 a Th17) 
(Finlay et al., 2014; Xiong et al., 2014). Vzhledem k negativní regulaci jednotlivých 
složek adaptivní imunity přitom může intenzivní zánětlivá reakce indikovat jak účelné 
adaptace Th1 a Th17 imunity, tak i maladaptace a selhání Th2 imunity. Proto je další vhodnou 
metodou pro iniciální výzkum druhově specifických evolučních adaptací měření intenzity 
experimentálně navozené zánětlivé reakce.  
V hybridních zónách pozorujeme křížení dříve oddělených populací či druhů, u kterých 
mohlo dojít k rozrůznění imunitního systému právě vlivem parazity zprostředkované selekce 
(Moulia and Joly, 2008). Podle hypotézy Dobzhanského a Müllera může postupné hromadění 
změn vést k inkompatibilitám druhů a zhoršení biologické zdatnosti hybridních jedinců 
(Bateson, 1909; Dobzhansky, 1936; Muller, 1942). Bylo formulováno několik hypotéz, které 
předpokládají vliv hybridizace na schopnost anti-parazitární rezistence jedinců. Faktických 
příkladů potvrzujících jednotlivé hypotézy je však jen velmi málo (Fritz et al., 1994; Moulia, 
1999). Vliv hybridizace na fenotypové vlastnosti volně žijících jedinců je výhodné studovat 
v podmínkách geograficky definované hybridní zóny. Pravděpodobně nejstudovanější savčí 
hybridní zónou je hybridní zóna myši domácí, vznikající mezi poddruhy Mus musculus 
musculus a Mus musculus domesticus.  Přestože již tato hybridní zóna byla zkoumána i 
z hlediska anti-parazitární resistence, výsledky jsou prozatím rozporuplné (Baird et al., 2012; 
Moulia et al., 1991; Sage et al., 1986). Studován byl přitom pouze efekt hybridizace na výskyt 




V této práci jsem se proto zaměřila na stanovení zdravotního stavu a imunologické reaktivity 
myší v této hybridní zóně a to především ve vztahu k rezistenci vůči helmintárním parazitům, 
kteří patří mezi nejlépe prostudované parazity myší (pojmem helmint jsou v této práci 
označováni mnohobuněční endoparazité).  
1.1 Hematologie a vyšetření zdravotního stavu 
Hematologické parametry, jsou považovány za vhodné znaky odrážející zdravotní 
stav jedinců (Chamond et al., 2010; da Silva et al., 2012). V ekologických studiích jsou 
používány především technicky a metodicky nenáročné metody, které lze využít při práci 
v terénních podmínkách (Davis and Maerz, 2008; Davis et al., 2008; Salvante, 2006). Patří 
mezi ně především určení hematokritu, absolutního počtu erytrocytů, leukocytů a absolutního 
a diferenciálního počtu jednotlivých typů leukocytů (Davis et al., 2008). K analýze většiny 
těchto parametrů se používá světelné mikroskopie, vyžadují tedy minimální technické zázemí.   
Erytrocyty, tedy červené krvinky, jsou nejpočetnějšími buňkami v krvi obratlovců (u 
laboratorního kmene myší C57BL/6 zhruba 9-10x106/ μL krve; Klempt et al., 2006). Jejich 
hlavní funkcí je přenos kyslíku z plic do tkání (Granick, 1949). Snížený počet erytrocytů se 
označuje jako anemie a často se projevuje i sníženým hematokritem (poměr objemu 
erytrocytů k objemu krevní plazmy). Z parazitárních nákaz vyvolávají anemii především 
trypanosomosy (Chamond et al., 2010; Coustou et al., 2012; Eze et al., 2013), v určitých 
případech lze anémii pozorovat i po nákaze extracelulárními bakteriemi (Talpur and 
Ikhwanuddin, 2013) či protozoálními parazity (Da Silva et al., 2011). Bílé krvinky, tedy 
leukocyty, patří mezi nejdůležitější buňky, které se účastní imunitních reakcí a přímo se podílí 
na ochraně organismu před parazitárními nákazami. Leukocyty se u savců tvoří v kostní dřeni, 
odkud putují do krve. U zdravého jedince se vyskytují leukocyty v krvi v relativně malém 
množství (např. u laboratorního kmene myší C57BL/6 zhruba 3-4 x103 μL krve; Klempt et al., 
2006), při nákaze různými parazity však můžeme pozorovat jejich nárůst v periferní krvi (Fair 
et al., 2007; Ots et al., 1998; Salvante, 2006). Zvýšený počet bílých krvinek, takzvaná 
leukocytóza, je tedy obecně považován za indikátor zhoršeného zdravotního stavu. V savčí 
krvi se vyskytuje pět typů leukocytů: 
Lymfocyty 
Lymfocyty tvoří 55-95 % všech bílých krvinek u savců (Campbell and Ellis, 2007). Jejich 




U laboratorních myší jich v krvi pozorujeme 1,3-8,4x 103/ μL (Campbell and Ellis, 2007). 
Lymfocyty můžeme rozdělit na tři velké skupiny (Cruse and Lewis, 1999): T a B lymfocyty a 
NK buňky, které však od sebe navzájem pomocí světelné mikroskopie nelze rozlišit. 
T lymfocyty pomocí T buněčného receptoru (TCR) na svojí membráně rozpoznávají tělu cizí 
peptidy navázané na molekuly hlavního histokompatibilního komplexu (MHC) antigen 
prezentujících buněk, což vede k jejich další diferenciaci. Aktivované T lymfocyty regulují 
imunitní odpověď organismu, především produkcí cytokinů a aktivací dalších 
buněk imunitního systému. B lymfocyty jsou buňky zodpovědné za protilátkovou imunitní 
odpověď savčího organismu. B lymfocyty se po rozpoznání patogenních organismů pomocí 
svých B-buněčných receptorů (BCR) a po stimulaci příslušnými T lymfocyty mění na 
plazmatické buňky produkující protilátky ke zničení patogenu. T i B lymfocyty jsou schopny 
tvořit paměťové buňky, které významně urychlují imunitní odpověď při sekundární nákaze. 
NK buňky (natural killers – „přirození zabijáci“) jsou buňky, které mají za úkol ničit 
především viry napadené buňky či jinak poškozené buňky (Cichocki et al., 2014). Zvýšený 
počet lymfocytů v krvi lze sledovat při bakteriálních infekcích (Chen et al., 2001; Gupta et al., 
1999; Yu et al., 2010) ale i při nákaze malárií (Ricklefs and Sheldon, 2007) či prvokem 
Trypanosoma vivax (Blom-Potar et al., 2010). 
Neutrofilní granulocyty (neutrofily) 
Neutrofilní granulocyty, zkráceně neutrofily, jsou fagocytické buňky s jádrem rozděleným 
do několika laloků (Cruse and Lewis, 1999). V krvi myší jich je 0,4 – 2,0x 103/ μL (Campbell 
and Ellis, 2007). Obsahují granula označovaná jako azurofilní (primární), specifická 
(sekundární) a terciální (Nathan, 2006). Azurofilní granula obsahují myeloperoxidázu, 
elastázu, kathepsin G, azurocidin, lipopolysaccharide-binding bactericidal permeability 
increasing protein (BPI) a další antimikrobiální látky. Specifická a terciální granula obsahují 
například laktoferin a  lipokalin, zabraňující bakteriím vázat pro ně esenciální železo, nebo 
matrix-metaloproteinázy degradující laminin a kolagen (Nathan, 2006). V neutrofilních 
granulocytech dochází také k oxidativnímu vzplanutí – tvorbě kyslíkových radikálů a 
hydroxidperoxidázy pro zničení bakterií. Zvýšení počtu neutrofilních granulocytů vyvolávají 
především nákazy extracelulárními bakteriemi (Gupta and Hill, 1995; Quevillon et al., 2013). 
Dalším z často měřených parametrů je také poměr neutrofilů k lymfocytům. Ten se zvyšuje 
především působením stresových faktorů (Davis et al., 2008; Gross and Siegel, 1983), mezi 





Eosinofilní granulocyty (eosinofily) 
V myší krvi se nachází od 0 do 5 % eosinofilních granulocytů z celkového počtu leukocytů 
(Campbell and Ellis, 2007). Eosinofilní granulocyty jsou asociované především s obranou 
proti mnohobuněčným živočišným parazitům (Geering et al., 2013). V jejich cytoplasmě jsou 
granula obsahující cytotoxické, antibakteriální a anti-helmintární látky jako je major basic 
protein, eosinofilní peroxidáza, neurotoxiny a kationický protein (Cruse and Lewis, 1999; 
Doyle et al., 2013; Swaminathan et al., 2005). Eosinofilie je častým průvodním jevem 
schistozomálních infekcí (Eriksson et al., 2007; Horii et al., 1984; Silveira-Lemos et al., 
2008), dále je běžná při nákazách hlísticemi (Doligalska et al., 1999; Knott et al., 2009; 
Yasuda et al., 2012) či tasemnicemi (Rausch and Fay, 2011). 
Basofilní granulocyty (basofily) 
Basofily jsou bílé krvinky s nejnižším zastoupením v savčí krvi – od 0 do 1 % (Campbell 
and Ellis, 2007). Spíše, než s protektivní imunitou jsou basofily dávány do souvislosti 
s alergickými reakcemi. V jejich granulech je produkován především heparin a histamin. 
Basofily ovšem hrají roli i v obraně hostitele před helminty či ektoparazity (Falcone et al., 
2001; Karasuyama et al., 2011). 
Monocyty 
Monocyty jsou v průměru největší z leukocytů a vyskytují se v krvi zhruba ve frekvenci 0 
až 10 % z celkového počtu leukocytů (Campbell and Ellis, 2007). Z krve putují do tkání, 
především do míst kontaktu s vnějším prostředím, kde se mění na makrofágy nebo dendritické 
buňky (Gwinn and Vallyathan, 2006). Jejich hlavním úkolem je fagocytóza a prezentace 
antigenu. Fagocytované patogeny zabíjejí pomocí oxidativního vzplanutí a produkcí NO. 
Nárůst v absolutním počtu monocytů lze sledovat při infekcích, kdy dochází k celkovému 
nárůstu počtu bílých krvinek (Da Silva et al., 2011; Quevillon et al., 2013).  
Hematologické vyšetření je v zoologickém výzkumu výhodné zejména díky technické 
nenáročnosti a nízké ceně. Porovnáním jednotlivých parametrů můžeme zjistit zdravotní 
stav vyšetřovaných jedinců. Změny některých parametrů jsou typické při infekci určitým 
typem parazitů a mohou tedy dobře posloužit pro odhad onemocnění jedince. Reakce na různé 
parazitické druhy a následná změna hematologických znaků je ale značně variabilní. 
Vyšetření hematologických parametrů tedy není přesnou diagnostickou metodou, ale může 




1.2 Zánětlivá reakce 
Zánět je obranou reakcí těla na poškození tkání, která má za cíl zlikvidovat zdroj 
poškození a znovunastolit homeostázi organismu (Medzhitov, 2008). Zánět provází čtyři 
základní příznaky – bolest, zvýšení teploty, zarudnutí a otok. Při zánětu se zvyšuje 
prostupnost cév, aby do tkáně mohly lépe proudit složky krve, jako je krevní plasma a 
především bílé krvinky. Zánětlivá reakce je spouštěna rozpoznáním cizorodých struktur, které 
pronikly do organismu, a to především makrofágy a žírnými buňkami v napadené tkáni 
(Ashley et al., 2012). To vede k tvorbě chemokininů, které atrahují další bílé krvinky z krve 
do napadené tkáně. Zánětlivá reakce se projeví zvýšeným množstvím leukocytů v periferní 
krvi a změnou hematologických parametrů. Jako první do místa zánětu putují neutrofilní 
granulocyty, jejichž úkolem je především fagocytace bakteriálních a virových částic (Geering 
et al., 2013; Kobayashi, 2010). Zároveň dochází k diferenciaci Th1 lymfocytů, které stimulují 
makrofágy k produkci toxických látek k ničení intracelulárních patogenů a dále prohlubují 
zánětlivou reakci produkcí prozánětlivých cytokinů (Anthony et al., 2007). Do místa zánětu 
jsou v pozdějších fázích atrahovány také eosinofilní a basofilní granulocyty produkující 
množství antimikrobiálních peptidů (Geering et al., 2013). Na zánětlivé reakci se tedy mohou 
podílet všechny typy bílých krvinek specifickými i nespecifickými imunitními mechanismy. 
V ekologických studiích patří zánětlivá odpověď mezi často měřené aspekty imunologické 
reaktivity u volně žijících zvířat. K jejímu měření se používá kožní otokový test (skin-
swelling test; Kennedy and Nager, 2006; Smits et al., 1999). Při této metodě se do podkoží 
zvířete injikuje zánětlivý stimulant, který vyvolá agregaci bílých krvinek ve tkáni a výše 
popsanou zánětlivou reakci vedoucí ke vzniku otoku v místě vpichu (Smits et al., 1999). Jako 
zánětlivý stimulant se používaná zejména rostlinný lektin fytohemaglutinin (PHA) izolovaný 
z Phaseolus vulgaris (Ando et al., 2014; Kennedy and Nager, 2006; Smits et al., 1999). 
Obdobně by bylo možné použít lektin konkanavalin A (ConA) izolovaný z Canavalia 
ensiformis, který se jako PHA běžně používá v in vitro studiích (Akla et al., 2012; Ando et al., 
2014; Chen et al., 2014). Jak bylo popsáno výše, za normálních podmínek je zánětlivá reakce 
spouštěna rozpoznáním patogenních částic bílými krvinkami a její další průběh je do značné 
míry závislý na stimulaci TCR T lymfocytů příslušnými antigeny. Mitogeny ConA a PHA 
jsou schopné vázat se na receptory T buněk a tak stimulovat zánětlivou reakci bez přítomnosti 
antigenu (Ando et al., 2014; Stadecke and Leskowit, 1974). ConA a PHA ale působí na krevní 




T-buněčného receptoru (TCR) koreceptor CD3, který zprostředkovává přenos signálu do 
buňky, a je tak zodpovědný za selektivní aktivaci T buněk (Leavitt et al., 1977). PHA váže 
jak řetězce α, β a γ TCR tak podjednotky membrán erytrocytů (Leavitt et al., 1977). Pokusy 
provedené na morčatech ukazují, že při zánětlivé reakci vyvolané PHA je do místa zánětu 
atrahováno velké množství basofilů oproti reakci vyvolané ConA (Stadecke and Leskowit, 
1974). PHA tedy pravděpodobně stimuluje poněkud odlišnou subpopulaci T lymfocytů než 
ConA, která lépe stimuluje basofilní granulocyty (Leavitt et al., 1977; Stobo and Paul, 1973). 
ConA ale u morčat stimuluje silnější zánětlivou reakci a v in vitro testech u myší stimuluje 
větší množství thymocytů i lymfocytů (Jones, 1973). V imunologických studiích je u ptáků i 
savců nejčastěji používaným mitogenem PHA (de Bellocq et al., 2006; de Bellocq et al., 
2007; Fernandez-de-Mera et al., 2009; Kennedy and Nager, 2006). Průběh reakce na PHA byl 
testován především na ptačím modelu, kde byla prokázána souvislost mezi velikostí otoku a 
intenzitou imunitní zánětlivé reakce (Martin et al., 2006; Vinkler et al., 2010; Vinkler et al., 
2014).  Průběh zánětu vyvolaného PHA u savců ale nebyl detailně prozkoumán. Výzkum 
provedený na netopýrech druhu Tadarida guánová (Tadarida brasiliensis) dokonce ukazuje, 
že velikost otokové reakce neodpovídá množství jednotlivých typů bílých 
krvinek infiltrovaných do tkáně a má tedy poněkud nejasnou výpovědní hodnotu ve vztahu 
k prozánětlivé buněčné reaktivitě (Turmelle et al., 2010).  Vhodnějším mitogenem pro 
stimulaci zánětlivé reakce u savců by tedy mohl být ConA. 
1.3 Hybridní zóny 
Hybridní zóna je definována jako geografická oblast, ve které dochází k setkávání a křížení 
dvou dříve oddělených druhů či poddruhů a k produkci životaschopného hybridního 
potomstva (Barton and Hewitt, 1985). Jako tenzní hybridní zóny jsou označované relativně 
úzké a dlouhodobě stabilní zóny (Key, 1968). Jejich udržování závisí na rovnováze mezi 
disperzí jedinců rodičovských druhů do zóny a selekci proti hybridním jedincům. Pokud by 
proti  hybridům selekce nepůsobila, došlo by postupně k rozšíření hybridní zóny a splývání 
druhů. Příliš silná selekce by naopak znamenala zánik zóny v důsledku eliminace hybridních 
jedinců. Selekce proti hybridním jedincům je dle teorie Dobzhanského a Müllera způsobená 
hromaděním inkompatibilit v rodičovských druzích. V hybridních jedincích se pak dle této 
teorie setkávají evolucí dosud nevyzkoušené kombinace alel (Bateson, 1909; Dobzhansky, 




vývoje druhů. Pokud zjistíme příčiny zhoršené fitness hybridních jedinců, pochopíme, jaké 
evoluční, genetické, či environmentální faktory hrají roli při speciaci.  
V hybridních zónách, kde dochází k sekundárnímu kontaktu již dříve oddělených 
druhů, se setkávají druhy, které mají odlišnou evoluční minulost a tedy i odlišnou historii 
střetů s parazity (Schmid-Hempel, 2011). V průběhu času, kdy se druhy vyvíjely odděleně, 
pravděpodobně došlo u každého z druhů k různým adaptacím imunitního systému na parazity 
vyskytující se v jejich prostředí (Woolhouse et al., 2002). Je zřejmé, že jedinci, vzniklí 
křížením takto diferencovaných druhů mohou mít oproti jedincům původních druhů 
modifikovanou parazitární rezistenci. Bylo formulováno několik hypotéz, které popisují anti-
parazitární rezistenci hybridních jedinců (Fritz et al., 1994). Podle Aditivní hypotézy se 
rezistence jedinců první generace hybridů (F1) neliší od průměrné rezistence jedinců obou 
rodičovských druhů. Tato hypotéza předpokládá aditivní dědičnost znaků určujících odolnost 
k parazitům (Fritz et al., 1994; Orians and Fritz, 1995). Takováto průměrná náchylnost 
hybridů k fytofágnímu hmyzu v porovnání s rodičovskými druhy byla popsána například u 
křížení dubu šedého (Quercus grisea) a dubu Gambelova (Q. gambeli) (Aguilar and 
Boecklen, 1992).  Stejně tak u hybridních jedinců mezi lejskem bělokrkým (Ficedula 
albicollis) a lejskem černohlavým (F. hypoleuca) byla pozorována průměrná schopnost 
odolávat parazitům rodu Haemoproteus (Wiley et al., 2009). Další hypotézou je Hypotéza 
hybridní dominance. Ta popisuje situace, kdy se hybridní jedinci mírou svojí rezistence 
podobají spíše jednomu z rodičovských druhů (Fritz et al., 1994).  V takovém případě jsou 
znaky od jednoho rodičovského druhu předávány dominantně. Pokud je rezistence hybridních 
jedinců vyšší než rezistence obou rodičovských druhů, pak platí hypotéza hybridní rezistence 
(Fritz et al., 1994; Moulia, 1999). V takovém případě pravděpodobně působí tzv. heterozní 
efekt (heterosis), kdy křížením dochází k potlačení inbreedingu a vlivu recesivních alel, nebo 
se naopak projeví výhoda heterozygotních jedinců. Jako příklad hybridní rezistence se často 
uvádí situace popsaná v hybridní zóně pytlonošů, která zároveň i velmi dobře demonstruje 
vzájemnou koevoluci a adaptaci parazita a hostitele. Vši Geomydoecus geomydis parazitují 
hojně, ale přísně specificky na pytlonoších nížinných Geomys bursarius a stejně tak vši 
Geomydoecus nebrathkensis jsou adaptovány pouze na život pytlonoších Geomys lutescens 
(Heaney and Timm, 1985). Hybridní pytlonoše není schopen díky silné koadaptaci napadnout 
ani jeden z druhů vší. Velmi malé množství vší G. nebrathkensis však bylo na některých 
hybridech pozorováno, proto se hybridní zóna pytlonošů někdy uvádí i jako příklad hypotézy 




Hypotéza náchylnosti hybridů (Fritz et al., 1999; Fritz et al., 1994; Siemens et al., 1994; 
Whitham et al., 1994). Tato hypotéza se týká, na rozdíl od předchozích hypotéz, především 
dalších generací hybridů (F2) a jedinců vzniklých zpětným křížením.  Hybridní jedinci mají 
dle této hypotézy sníženou schopnost rezistence a to především kvůli takzvanému hybridnímu 
rozpadu, tedy rozpadu komplexů koadaptovaných genů rodičovských druhů při rekombinaci. 
Za typický příklad hypotézy náchylnosti hybridů byla považována situace v hybridní zóně 
myši domácí, která vzniká mezi poddruhy M. m. domesticus a M. m. musculus (Moulia, 1999; 
Moulia et al., 1991; Moulia et al., 1995; Sage et al., 1986). Nejasnost a mnoho dalších 
otázek do situace v této hybridní zóně ovšem vnesl poslední výzkum, který ukázal, že v jiné 
části této hybridní zóny vykazují hybridi spíše zvýšenou rezistenci k helmintárním parazitům 
(Baird et al., 2012).  
1.4 Vznik hybridní zóny myši domácí 
Předek dnešní myši domácí (Mus musculus) obýval původně oblast Asie (Suzuki and 
Aplin, 2012). Myš se stala synantropním druhem a v průběhu holocénu společně s člověkem 
osídlila Evropský kontinent (Bonhomme et al., 2011). Poddruh myši domácí Mus musculus 
domesticus (myš západoevropská) putoval do Evropy takzvanou jižní cestou, přes Malou Asii 
a podél Mediteránní oblasti až do západní Evropy. Poddruh Mus musculus musculus (myš 
východoevropská) se šířil podél severního břehu Černého moře a dnes obývá východní a 
severní část Evropy. Po sekundárním kontaktu těchto poddruhů vznikla napříč Evropou 
hybridní zóna, procházející Jutským poloostrovem, Německem a dále celou střední Evropou 
až k Balkánskému poloostrovu a pobřeží Černého moře. Tato tenzní hybridní zóna je asi 
20km široká a 2500km dlouhá (Macholan et al., 2007). 
Hybridní zóna myši domácí je pravděpodobně nejzkoumanější savčí hybridní zónou 
vůbec (Shurtliff, 2013). Platí to i z hlediska vztahu k parazitárním nákazám. Silný 
vliv koevoluce mezi poddruhy myši domácí a jejich parazity byl demonstrován na vztahu 
s Cryptosporidium tyzzeri (Kvac et al., 2013). Populace parazita napadající M. m. musculus se 
liší od populace napadající M. m. domesticus a to nejen geneticky, ale i morfologicky. To 
naznačuje silný disruptivní vliv interakce mezi hostitelem a parazitem na evoluci druhů. 
Hybridní zóna myši domácí byla z hlediska parazitace hybridních jedinců zkoumána již na 
konci minulého století (Sage et al., 1986). Studie provedená na 93 jedincích v části hybridní 
zóny procházející jižním Německem popisuje, že hybridní jedinci jsou výrazně více napadeni 




středu hybridní zóny. U jedinců rodičovských poddruhů bylo ve střevech nalezeno v průměru 
40 jedinců parazitů, hybridní jedinci byli oproti tomu parazitováni i více než 500 helminty 
(Sage et al., 1986). Podobný výzkum se stejným výsledkem byl na 120 jedincích proveden i 
v Dánské části hybridní zóny (Moulia et al., 1991). Obě práce předpokládají, že v hybridní 
zóně dochází k rozpadu koadaptovaných genových komplexů zajišťujících obranu před 
metazoálními parazity. Autorům druhé studie se později povedlo experimentálně ověřit 
zvýšenou náchylnost F1 k parazitické hlístici Aspiculuris tetraptera (Moulia et al., 1993). 
Stejně tak byla v laboratorních podmínkách demonstrována i zvýšená náchylnost hybridních 
jedinců k parazitovi Sarcocystis muris (Derothe et al., 2001). Ovšem například u 
protozoického parazita Trypanosoma musculi nebyla zvýšená náchylnost hybridů prokázána 
(Derothe et al., 1999). Překvapivě, nejnovější a také dosud nejrozsáhlejší studie hybridní zóny 
ale přináší přesně opačný výsledek. Analýza 689 myší odchycených v česko-bavorském 
úseku hybridní zóny ukazuje výrazně snížený počet i diverzitu parazitických druhů helmintů 
(Cestoda a Nematoda) u hybridních myší. Ačkoliv je možné, že různé, geograficky a časově 
oddělené populace obou poddruhů myší vykazují odlišné tendence, není vyloučeno ani to, že 
jsou jednotlivé studie zatíženy určitou chybou v důsledku relativně malé početnosti hybridů se 
středními hodnotami hybridního indexu. Dalším problémem je pak skutečnost, že dosavadní 
výzkum byl vždy z větší části zaměřen na makroparazitické druhy (tasemnice a hlístice), 
přičemž zásadní roli v udržování a evoluci hybridní zóny mohou mít jiné skupiny parazitů – 
např. patogenní bakterie či viry. Odpověď na současné otázky tak může přinést pouze další 
výzkum a to výzkum zaměřený na zhodnocení celkového zdravotního stavu myší v hybridní 
zóně a jejich imunologické reaktivity a nikoliv pouze na detekci početnosti a prevalence 
jednotlivých skupin parazitů. 
 Tato práce se snaží zmapovat imunologickou variabilitu v rámci hybridní zóny myši 
domácí. Přestože hybridní zóna myši domácí patří mezi nejzkoumanější hybridní zóny, není 
dodnes zřejmé, jaký vliv má hybridizace jedinců na zdravotní stav myší. Základem mojí 
diplomové práce je zmapování zdravotního stavu a imunologické reaktivity myší pomocí 
dvou odlišných metod – pomocí hematologických parametrů a otokového kožního testu. Pro 
zjištění geneticky determinovaných rozdílů v hematologických znacích jsme použily inbrední 
linie myši domácí odvozené z volně žijících jedinců odchycených v hybridní zóně (wild-
derived strains). V rámci hybridní zóny jsme hematologické parametry využili k determinaci 
zdravotního stavu jedinců. Abychom mohli blíže určit příčiny změn ve zdravotním stavu 




Kromě zdravotního stavu vyšetřuji ve své diplomové práci i schopnost imunitní reaktivity 
volně žijících jedinců metodou otokového kožního testu. Protože výpovědní hodnota a 
metodika tohoto testu nebyla u savců zatím dobře prostudována, je součástí práce i porovnání 
dvou látek používaných pro tento test. Tato práce tedy jako první porovnává průběh zánětlivé 
reakce experimentálně vyvolané u myší aplikací PHA a ConA in vivo. Pro výzkum 
imunofenotypové variability v hybridní zóně jsme tedy provedli několik nezávislých 
výzkumných prací, které jsou popsány v samostatných kapitolách a v závěru jsou společně 
shrnuty. 
 
2 Cíle práce 
Hlavním cílem mé diplomové práce je zhodnotit variabilitu ve zdravotním stavu myší v rámci 
hybridní zóny M. m. musculus a M. m. domesticus, pokusit se identifikovat její příčiny a 
posoudit její význam pro udržování hybridní zóny mezi těmito dvěma poddruhy myší. Dílčími 
cíli práce pak je: 
 Porovnat hematologické parametry z přírody odvozených inbredních linií myši domácí 
 Pomocí hematologických parametrů určit zdravotní stav myší v hybridní zóně myši 
domácí a zjistit, jak silná existuje závislost mezi hematologickými parametry a údaji o 
mnohobuněčných parazitech myší v rámci hybridní zóny 
 S použitím laboratorního kmene C57BL/6 zjistit, zda je pro využití při otokovém 
kožním testu u myší vhodnější stimulant ConA či PHA  
 Porovnat schopnost prozánětlivé imunitní reaktivity myší v rámci hybridní zóny 





3 Hematologické parametry inbredních linií 
Inbrední linie myší chované ve standardizovaných podmínkách představují cenný nástroj 
imunologického i ekologického výzkumu (Pialek et al., 2008). Smyslem hematologického 
vyšetření u inbredních linií myší je především stanovení referenčních hodnot pro jednotlivé 
hematologické parametry pro další srovnání. Krom toho však z přírody odvozené inbrední 
linie mohou poskytnout také první vodítko pro stanovení hematologických rozdílů mezi 
poddruhy u myší chovaných v jednotných podmínkách. To může odlišit genetické 
predispozice od vlivu ekologických faktorů působících na jednotlivé hematologické 
parametry. Jednotlivé, běžně používané laboratorní kmeny myší se vzájemně liší ve 
vyšetřovaných hematologických parametrech (Kelada et al., 2012; Klempt et al., 2006), je 
tedy zřejmé, že jsou hematologické poměry v periferní krvi geneticky determinované. Rozdíl 
mezi kmeny odvozenými z přirozených populací M. m. musculus a M. m. domesticus 
však dosud nebyl zkoumán. V této práci porovnávám 15 inbredních kmenů myší, z toho 13 
odvozených z myší odchycených v rámci hybridní zóny a dva klasické laboratorní kmeny.  
Toto srovnání si klade za cíl ukázat, zda jsou hematologické znaky u myší chovaných ve 
stejných podmínkách uniformní, či zda se liší mezi jednotlivými inbredními liniemi a mezi 
poddruhy myši domácí.  
3.1 Metodika 
3.1.1 Zvířata 
K vyšetření hematologických znaků jsme použili 64 jedinců myši domácí. Použili jsme 
pouze jedno pohlaví, a to samce, protože hodnoty hematologických parametrů se mezi 
pohlavími liší a u samic se mohou měnit v průběhu estrálního cyklu (Willson et al., 2012). 
Jedinci pocházeli z vybraných inbredních linií myši domácí reprezentujících různé myší 
populace, a to z laboratorních linií AJ (7 jedinců) a C57BL/6 (6 jedinců) a dále z linií 
odvozených z volně žijících populací M. m. domesticus (SFEL, 6; SCHEFE, 7; SCHEST, 3; 
SCHUNT, 8; SIT, 6; STRA, 6; STRB, 6), a z populací M. m. musculus ( BULS, 7; BUSNA, 
6; PWD, 7; STUF, 7; a STUS, 6) a z jedné linie odvozené z hybridní populace těchto dvou 
poddruhů (SPLY, 9) (Pialek et al., 2008). Geografický původ linií odvozených z volné 
přírody je znázorněn na Obrázku 1. Všichni jedinci byli chováni v plastových klecích (16 x 28 




krmení (ST1, VELAZ, Praha) a vodě ad libitum. Všichni jedinci pocházeli z chovů 
prom. biol. Jaroslava Piálka, Csc. z detašovaného pracoviště Ústavu biologie obratlovců, 
Akademie věd ČR, v. v. i. ve Studenci.  
3.1.2 Hematologie 
Odběry krve jsme prováděli v letech 2011-2014, vždy skupině 6 až 20 myší (celkem 7 
skupin). Každé myši bylo odebráno 50-100 μL krve z retro-orbitálního sinu heparinizovanou 
skleněnou kapilárou (Klempt et al., 2006; Yardeni et al., 2011). 15 μL krve bylo napipetováno 
do 285 μL Turkova roztoku (ředění 20×) pro analýzu absolutního počtu bílých krvinek. 
Analýzu absolutního počtu bílých krvinek jsme provedli pod světelným mikroskopem 
(Olympus BX51, Olympus Corporation, Tokyo, Japonsko) dle metodiky popsané 
v (Campbell and Ellis, 2007) v Burkerových komůrkách v objemu 0,4 μL.  Pro výpočet 
absolutního počtu červených krvinek jsme 15μL krve napipetovali do 2985 μL Heyemova 
roztoku (ředění 200×). Heyemův roztok s krví byl napipetován do Bürkerových komůrek. 
Šest velkých polí Burkerovy komůrky o celkovém objemu 0,024μL jsme vyfotili pod 
mikroskopem se zvětšením 100x (mikroskop Olympus BX51 s digitální kamerou Olympus 
DP71). V těchto šesti polích byl následně absolutní počet erytrocytů analyzován v programu 
CellCounter, který byl speciálně pro tyto účely vyvinut Mgr. Karlem Štěpkou a RNDr. 
Pavlem Matulou, Ph.D. na Katedře počítačové grafiky a designu, Fakulta informatiky, 
Masarykova Univerzita v Brně.  Zbytek krve jsme ponechali v kapilárách pro analýzu 
hematokritu. Kapiláry s krví jsme centrifugovali v hematologické centrifuze Nüve HN 075 
(Nüve, Ankara, Turecko) při rychlosti 11 000g po dobu 5 minut. Hematokrit jsme měřili 
digitálním posuvným měřítkem (KINEX CZ, Praha, ČR) s přesností 0,01 mm, jako poměr 
objemu červených krvinek k celkovému objemu krve v kapiláře. Konečnou hodnotu 
hematokritu jsme stanovili průměrem z měření jedné až tří kapilár s krví. 
Dále byl z krve zhotoven krevní nátěr. Všechny krevní nátěry byly obarveny činidlem 
Wright-Giemsa modified (produktové č. WG128, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) dle 
pokynů výrobce. Krevní nátěry jsme analyzovali pod mikroskopem Olympus CX-31 
(Olympus, Tokyo, Japonsko) se zvětšením 1000x.  Ke stanovení diferenciálního počtu 
leukocytů jsme na každém nátěru spočítali frekvence lymfocytů, neutrofilů, eosinofilů, 
basofilů a monocytů ve vzorku 100-130 buňek (Ots et al., 1998). Buňky byly identifikovány 




3.1.3 Statistická analýza 
V dílčích modelech jsme pomocí zobecněných lineárních modelů testovali závislost 
hematologických parametrů (hematokrit, absolutní počet erytrocytů, absolutní počet 
leukocytů, absolutní a diferenciální počet lymfocytů, neutrofilů a eosinofilů) na poddruhu, 
linii, věku a datu odběru a interakcích poddruhu a věku, poddruhu a data odběru, linie a věku 
a linie a data odběru. Proměnná poddruh obsahovala čtyři skupiny: M. m. musculus, M. m. 
domesticus, hybridní jedinci a laboratorní linie.  Závislost absolutního a diferenciálního počtu 
basofilů a eosinofilů nebyla testována z důvodu nízkého počtu těchto typů krvinek v krvi. Pro 
každý hematologický parametr jsme testovali vždy dva modely, a to jeden obsahující závislost 
na poddruhu a druhý testující závislost na linii. V modelech jsme použili quasipoissonovo 
rozdělení, kromě absolutního počtu leukocytů a lymfocytů, kde bylo z důvodu overdisperse 
použito negativní binomické rozdělení. Kategorie M. m. musculus a M. m. domesticus byli 
porovnány pomocí Wilcoxonova testu porovnávajícího reziduály z minimálních adekvátních 
modelů bez proměnné kategorie. Statistická analýza byla provedena v programu R verze 
3.1.0. (The R Foundation for Statistical Computing 2014). 
  
Obrázek 1 Geografický původ z přírody odvozených inbredních linií zkoumaných v této práci  
Modré body znázorňují linie M. m. domesticus, fialové body M. m. musculus a červený bod hybridní 





Pro posouzení významu geneticky daných rozdílů ve zdravotním stavu myší, které jsou 
nezávislé na okolním prostředí, jsme testovali u myší chovaných v konvenčních chovech 
závislost jednotlivých hematologických znaků na poddruhu (skupiny: M. m. musculus, M. m. 
domesticus, hybridi, laboratorní kmeny) a na inbrední linii (vždy dva nezávislé testy). Zjistili 
jsme, že hematokrit je u inbredních myší závislý pouze na příslušnosti jedince k dané inbrední 
linii (MAM: Df=14/72, F=4,26, P<0,001) a na poddruhu je nezávislý (P>0,05). Také 
absolutní počet erytrocytů ovlivňuje příslušnost k linii dále datum odběru a interakce mezi 
inbrední linií a datem odběru (Tabulka 1), na poddruhu absolutní počet erytrocytů závislý 
není (P>0,05). Na rozdíl od hematokritu je absolutní počet erytrocytů také závislý na věku 
myši. Absolutní počet erytrocytů s věkem stoupá.  Naproti tomu absolutní počet leukocytů byl 
závislý jak na poddruhu a datu odběru krve a na interakci stáří myši a poddruhu, tak i na linii, 
datu odběru a interakci linie a data odběru (viz Tabulka 2). Množství leukocytů se stářím myši 
stoupá. Poddruh M. m. domesticus má nejnižší absolutní počet leukocytů, nejvyšší absolutní 
počet pozorujeme u hybridní linie (viz. Graf 1), skupiny M. m. musculus a M. m. domesticus 
se neliší (P>0,050), výrazně se ale odlišují jednotlivé linie (viz Graf 2). Diferenciální počet 
lymfocytů je pak závislý na poddruhu (MAM: Df=3/77, F=-25,01, P=0,015), ale kategorie M. 
m. musculus a M. m. domesticus se neliší (P>0,050), a je též závislý na linii, interakci mezi 
linií a datem odběru a věkem a linií (viz Tabulka 3).  
 
 
Tabulka 1 Závislost hodnot absolutního počtu erytrocytů na linii (MAM: linie+věk+odběr+linie:odběr Df=-53/36;  
D=-2950,80; P<<0,001); odběr – datum odběru vzorku, věk – věk jedince 
 
proměnná Df Deviance P 
linie -46/36 -2721,700 <<0,001 
věk -1/36 -104,000 0,003 
odběr -38/36 -1980,100 <<0,001 




Tabulka 2 Závislost hodnot absolutního počtu leukocytů na a) poddruhu (MAM: věk+poddruh+odběr+věk:poddruh 
Df=13/83, LR=55,039, P<<0,001) a b) inbrední inii (MAM: linie+odběr+linie:odběr Df=49/83, LR=163,9387,7; P<<0,001). 












Tabulka 3 Závislost hodnot diferenciálního počtu lymfocytů na linii (MAM: věk+linie+odběr+věk:linie+linie:odběr  
Df=-63/17; D=-216,71, P<<0,001); odběr – datum odběru vzorku, věk – věk jedince 
 
proměnná Df Deviance P 
 linie -56/17 -196,61 <<0,001 
 věk -11/17 -14,74 0,018 
 odběr -34/17 -63,44 <<0,001 
 linie:odběr -28/17 -39,75 <<0,001 
 věk:linie -10/17 -12,60 0,034 
  
 
Tabulka 4 Závislost hodnot diferenciálního počtu neutrofilů na linii  (MAM: věk+linie+odběr+linie:odběrdf=-53/27; D=-
144,48; P<<0,001); odběr – datum odběru vzorku, věk – věk jedince 
proměnná Df Deviance P 
věk -1/27 -10,18 0,033 
linie -46/27 -415,65 <<0,001 
odběr -38/27 -125,05 0,030 
linie:odběr -32/27 -117,86 0,012 
 
  
 proměnná Df LR  P  
a) odběr 6/76 42,06 <<0,001 
 poddruh 3/73 11,68 0,069 
 věk 4/74 96,27 0,014 
 věk:poddruh 3/73 8,47 0,037 
b) linie 43/77 124,93 <<0,001 
 odběr 35/69 121,17 <<0,001 




Na poddruhu je závislý i diferenciální počet neutrofilů (MAM: Df=-3/77, D=-67,704, 
P=0,012), kategorie M. m. musculus a M. m. domesticus se neliší (P>0,050). Diferenciální 
počet neutrofilů je dále ovlivněn i linií, datem odběru a interakcí mezi datem odběru a linií a 
také věkem myši (viz Tabulka 4). Diferenciální počet eosinofilů je závislý na linii (MAM: 
Df=-14/66, D=-152,82, P<<0,001). Dále je též závislý na poddruhu a interakci 
poddruh:datum odběru (viz Tabulka 5). Diferenciální počet eosiofilů je nejnižší u hybridní 
skupiny, mezi kategoriemi M. m. musculus a M. m. domesticus se neliší (P>0,050). Absolutní 
počet lymfocytů je ovlivněn poddruhem a datem odběru, mezi kategoriemi M. m. musculus a 
M. m. domesticus se neliší (P>0,050; viz Graf 3). Test závislosti absolutního počtu lymfocytů 
na inbrední linii prokázal jako signifikantní linii, odběr a interakci mezi datem odběru a linií 
(viz Tabulka 6; Graf 4). Stejně tak absolutní počet neutrofilů závisí na linii, datu odběru a 
interakci data odběru s linií (viz. Tabulka 7, Graf 5). Oproti tomu ale nezávisí na poddruhu 
(P<0,05). Absolutní počet eosinofilů je závislý na inbrední linii (MAM: Df=-14/58, D=-
224,72, P<<0,001; viz Graf 6). V testu závislosti absolutního počtu eosinofilů na poddruhu 
pak jako proměnné signifikantně ovlivňující teto parametr vychází poddruh, věk, datum 
odběru a interakce poddruh:věk a poddruh:datum odběru (viz Tabulka 8; Graf 7). Kategorie 
M. m. musculus má větší počet eosinofilů než kategorie M. m. domesticus (W=580, P=0,025). 
I zde se počet eosinofilů zvyšuje se zvyšujícím se věkem myši. Všechny měřené parametry se 
signifikantně liší mezi inbredními liniemi. Pro průměrné hodnoty jednotlivých parametrů viz 
Příloha 1.  
Graf 1 Závislost absolutního počtu leukocytů na poddruhu Pro odfiltrování vlivu věku a odběru jsou na ose Y 
zobrazeny reziduály z modelu závislosti absolutního počtu leukocytů na věku a datu odběru. Pro analýzu bylo 
použito 9 jedinců hybridního kmene, 12 jedinců laboratorních kmenů, 33 jedinců M. m. musculus a 36 jedinců 








Tabulka 5 Závislost hodnot diferenciálního počtu eosinofilů na poddruhu (MAM: 
poddruh+odběr+poddruh:odběr Df=-23/57; D=-152,76; P<<0,001); odběr – datum odběru vzorku; poddruh – 









proměnná DF Deviance P 
poddruh -17/57 -141,51 <<0,001 
odběr -20/57 -101,55 <<0,001 
poddruh:odběr     -14/57           -92,42 <0,001 
Graf 2 Závislost absolutního počtu leukocytů na linii. Pro odfiltrování vlivu data odběru jsou na ose Y 
zobrazeny reziduály z modelu závislosti absolutního počtu leukocytů na datu odběru. Modře jsou znázorněny 











Graf 4 Závislost absolutního počtu lymfocytů na linii. Pro odfiltrování vlivu data odběru jsou na ose Y zobrazeny 
reziduály z modelu závislosti absolutního počtu lymfocytů na datu odběru. Modře jsou znázorněny linie poddruhu M. m. 
domesticus, fialově M. m. musculus, červeně hybridní linie a bíle laboratorní linie. 
Graf 3 Závislost absolutního počtu lymfocytů na poddruhu. Pro odfiltrování vlivu data odběru jsou na 
ose Y zobrazeny reziduály z modelu závislosti absolutního počtu lymfocytů na datu odběru. Pro analýzu 
bylo použito 9 jedinců hybridního kmene, 12 jedinců laboratorních kmenů, 33 jedinců M. m. musculus a 36 





Tabulka 6 Závislost hodnot absolutního počtu lymfocytů na a) poddruhu (MAM: odběr+poddruh Df=9/72 
D=42,55, P<<0,001) a b) inbrední linii (MAM: odběr+linie+odběr:linie Df=-46/26; D=-2761,7; P<<0,001). 
odběr – datum odběru vzorku; poddruh – příslušnost z přírody odvozené inbrední linie k poddruhu Mus 
musculus  
 
 proměnná DF Deviance P 
a) odběr 6/69 33,13 <<0,001 
 druh 8/71 27,83 <0,001 
b) linie -40/26 -1541,00 <<0,001 
 odběr -32/26 -1343,10 <<0,001 
 odběr:linie -26/26 -722,66 0,007 
 
 
Tabulka 7 Závislost hodnot absolutního počtu neutrofilů na linii (MAM: odběr+linie+odběr:line Df=-46/26; 
D=-955,98; P<<0,001); odběr – datum odběru vzorku; poddruh – příslušnost z přírody odvozené inbrední linie 










Tabulka 8 Závislost hodnot absolutního počtu eosinofilů na poddruhu  
(MAM: odběr+druh+věk+odběr:druh+druh:věk Df=-24/48; D=-311,04; P<0,01); odběr – datum odběru vzorku; 
poddruh – příslušnost z přírody odvozené inbrední linie k poddruhu Mus musculus, věk – věk jedince 
 
proměnná DF Deviance P 
poddruh -17/48 -197,86 <0,001 
věk -3/48 -62,16 0,002 
odběr -17/48 -198,71 <0,001 
odběr:podruh -11/48 -98,51 0,0195 
poddruh:věk -2/48 -29,18 0,0346 
proměnná DF Deviance P 
linie -40/26 -587,93 <<0,001 
odběr -32/26 -455,62 <<0,001 





Graf 5 Závislost absolutního počtu neutrofilů na linii. Pro odfiltrování vlivu data odběru jsou na ose Y zobrazeny reziduály 
z modelu závislosti absolutního počtu neutrofilů na datu odběru. Modře jsou znázorněny linie poddruhu M. m. 






Graf 7 Závislost absolutního počtu eosinofilů na inbrední linii. Modře jsou znázorněny linie poddruhu M. m. domesticus, 
fialově M. m. musculus, červeně hybridní linie a bíle laboratorní linie. 
 
Graf 6 Závislost absolutního počtu eosinofilů na poddruhu. Pro odfiltrování vlivu data odběru a věku jsou na 
ose Y zobrazeny reziduály z modelu závislosti absolutního počtu eosinofilů na věku a datu odběru. Pro analýzu 
bylo použito 9 jedinců hybridního kmene, 12 jedinců laboratorních kmenů, 33 jedinců M. m. musculus a 36 






Hematologické znaky jsou alespoň částečně geneticky determinovány (Kelada et al., 2012) 
a mohou tedy být jak druhově tak individuálně (genotypově) specifické. Přesto jsou 
však výrazně ovlivněny i dalšími faktory, ať už vnitřními nebo vnějšími (Kelada et al., 2012; 
Klempt et al., 2006).  
Závislost hematologických znaků na kategorii poddruh jsme objevili u absolutního počtu 
leukocytů, diferenciálního i absolutního počtu lymfocytů, diferenciálního počtu neutrofilů, a 
diferenciálního i absolutního počtu eosinofilů. Diferenciální počet neutrofilů je nižší u 
hybridní skupiny oproti všem ostatním skupinám. Absolutní i diferenciální počet eosinofilů je 
nižší u hybridní skupiny a skupiny laboratorních kmenů oproti skupinám M. m. musculus a M. 
m. domesticus. Nejvyšší absolutní počet eosinofilů můžeme sledovat u kategorie M. m. 
musculus (viz Graf 6). V tomto parametru ale existuje vysoká variabilita mezi liniemi (viz 
Graf 7) a zřejmě zde spíše hraje roli vliv inbrední linie (vysoký absolutní počet eosinofilů u 
linie STUS), než rozdílnost poddruhů. Opačný trend pozorujeme u absolutního i 
diferenciálního počtu leukocytů a lymfocytů, tedy nižší počet můžeme pozorovat u skupin 
M. m. musculus a M. m. domesticus oproti hybridním a laboratorním kmenům (viz Graf 1 a 3). 
Všechny zkoumané hematologické znaky se liší v závislosti na inbrední linii. Ve většině 
zkoumaných znaků  můžeme mezi inbredními liniemi sledovat obrovskou variabilitu, jak již 
bylo zmíněno ve vztahu k eosinofilům (viz. Graf 4, 5 a 6). V hematologických znacích se tedy 
ve většině případů liší spíše jednotlivé linie, než celé poddruhy myši domácí, neboť 
hematologické znaky nejsou příliš specifické pro jednotlivé poddruhy. I v parametrech, u 
kterých lze pozorovat signifikantní rozdíl mezi poddruhy se jednotlivé linie stejného 
poddruhu odlišují. Všechny zkoumané hematologické parametry jsou závislé na datu odběru, 
a to často v interakci s linií (absolutní počet leukocytů a erytrocytů a diferenciální i absolutní 
počet lymfocytů a neutrofilů) a v interakci s poddruhem (absolutní a diferenciální počet 
eosinofilů). U myších inbredních linií ovlivňuje věk absolutní počet erytrocytů, v interakci 
s poddruhem dále absolutní počet eosinofilů  a leukocytů, a v interakci s linií diferenciální 
počet lymfocytů. Hodnoty všech parametrů stoupají s věkem myši.  
Jediný testovaný hybridní kmen SPLY má oproti kmenům odvozených od čistých 
rodičovských poddruhů vyšší absolutní počet leukocytů a lymfocytů a nižší počet eosinofilů 
(viz Graf 1, 3 a 7). Množství eosinofilních granulocytů je spojováno především s nákazami 




Myši nebyly chovány ve sterilních ale v konvenčních chovech, a proto zde může, byť v malé 
míře docházet k parazitárním nákazám. Nízký počet eosinofilů by mohl značit lepší zdravotní 
stav hybridních jedinců. Na druhou stranu jsme u hybridního kmene zaznamenali vyšší 
absolutní počet leukocytů i lymfocytů. Leukocytóza je častým příznakem mnohých 
onemocnění (Fair et al., 2007; Ots et al., 1998; Quevillon et al., 2013; Salvante, 2006). 
V podmínkách chovů, kde mají myši dostatečné množství zdrojů, může ale vysoké množství 
bílých krvinek indikovat spíše zvýšenou investici do imunitního systému, než zhoršený 
zdravotní stav v důsledku parazitace (Salvante, 2006).  Zvýšení absolutního počtu leukocytů a 
lymfocytů u hybridní linie společně s nízkým počtem eosinofilních granulocytů může proto 
být ukazatelem jejich lepší kondice a zdravotního stavu (Salvante, 2006). Protože jsme měli 
k dispozici pouze jeden hybridní laboratorní kmen, je těžké tyto výsledky příliš zobecňovat a 
usuzovat z nich jednoznačně na lepší celkový zdravotní stav hybridních jedinců. I mezi 
poddruhy M. m. musculus a M. m. domesticus se vyskytují linie, které mají nízký počet 
eosinofilů, či vysoký počet lymfocytů a leukocytů jako hybridní linie SPLY (viz Graf 4,5 a 6). 
Důležitý tedy nemusí být vlastní hybridní status, ale spíše alelická výbava jednotlivých linií. 
To také vyplývá ze skutečnosti, že u inbredních linií byla heterozygotnost potlačena oproti 
jedincům/populacím v přírodě v závislosti na počtu generací po které byly drženy v zajetí. 
Variabilita v hematologických parametrech je tak v souladu s touto hypotézou spíše 
způsobena odlišností jednotlivých inbredních linií, než rozdíly mezi rodičovskými poddruhy a 
hybridními jedinci. Zvýšení počtu leukocytů a lymfocytů a snížení eosinofilů oproti 
poddruhům M. m. musculus a M. m. domesticus jsme zaznamenali i u skupiny myší 
pocházejících z laboratorních kmenů A/J a C57BL/6. Laboratorní kmeny myší vznikly 
křížením M. m. domesticus s hybridy mezi poddruhy M. m. musculus a M. m. castaneus 
(Takada et al., 2013; Yang et al., 2011), jsou tedy také hybridního původu. Podobnost mezi 
linií SPLY a laboratorními liniemi může naznačovat, že hybridizace způsobuje změny 
v alelických kombinacích genů imunitního systému, které nesouvisí s heterozygotností 
jedinců a které se mohou projevovat v námi měřených hematologických parametrech.  
Hematologické parametry jsou bohužel vždy silně ovlivněny vnějšími podmínkami 
(Champy et al., 2004; Klempt et al., 2006). Významnou roli hraje u všech námi zkoumaných 
parametrů linie v interakci s datem odběru či samotné datum odběru. To znamená, že 
hematologické znaky se mění v průběhu roku různě u různých inbredních linií a to i za 
standardního světelného a tepelného režimu chovného zařízení. Dalším faktorem, který 




běžným jevem u mnoha druhů (Champy et al., 2004; Lugada et al., 2004; Mohri et al., 2007; 
Xie et al., 2013). U myší inbredních linií ovlivňuje věk absolutní počet erytrocytů, v interakci 
s poddruhem dále absolutní počet leukocytů a eosinofilů, a v interakci s linií také diferenciální 
počet lymfocytů. Všechny tyto znaky stoupají se zvyšujícím se věkem zvířete. Nárůst 
absolutního počtu erytrocytů s věkem byl u myší prokázán i v dalších studiích (Mazzaccara et 
al., 2008; Restel et al., 2014). Ve studii porovnávající různé věkové skupiny myší ale nebyl 
mezi všemi skupinami pozorován nárůst absolutního počtu leukocytů s věkem (Restel et al., 
2014), v jiné studii byl u některých inbredních linií zaznamenán dokonce pokles absolutního 
počtu leukocytů s věkem (Mazzaccara et al., 2008).  
Tyto výsledky ukazují, že hematologické znaky jsou u myší značně ovlivněny vnějšími 
vlivy i genetickým pozadím. Rozdíly jsou ale patrné spíše mezi liniemi, než mezi poddruhy 
myši domácí. Rozdíly mezi hybridním kmenem, laboratorními kmeny a rodičovskými 
poddruhy by mohly poukazovat na zvýšenou schopnost investice hybridů do imunitního 
systému, způsobenou ovšem nikoliv zvýšenou hetrozygotností na jednotlivých lokusech, ale 
spíše tvorbou nových alelických kombinací genů v hybridním genomu. Bohužel máme 
k dispozici hodnoty pouze jediné hybridní linie, proto jsou tyto závěry poněkud odvážnou 
spekulací a z našich výsledků nelze spolehlivě posoudit rozdíly mezi hybridními jedinci a 





4 Hematologické parametry v hybridní zóně 
V hybridní zóně myši domácí dochází ke křížení jedinců poddruhů M. m. musculus a M. m. 
domesticus a vzniku hybridního potomstva. V hybridní zóně došlo díky mnoha generacím 
zpětného křížení rodičovských poddruhů a hybridních jedinců k introgresi genomů M. m. 
musculus a M. m. domesticus a již zde prakticky nelze nalézt potomky první generace křížení 
(Albrechtova et al., 2012; Macholan et al., 2007). Ačkoliv se na základě předchozích 
parazitologických výzkumů předpokládá, že existují rozdíly ve zdravotním stavu mezi 
rodičovskými poddruhy a hybridy, dodnes v tomto ohledu nepanuje shoda (Baird et al., 2012; 
Moulia et al., 1991; Sage et al., 1986). Výskyt parazitů sám o sobě ještě nemusí být nutně 
významným narušením homeostázy organismu vedoucím ke zhoršení zdravotního stavu. 
Imunologické výzkumy ukázaly, že mnohé střevní mikroorganismy i helminti hrají roli 
endosymbiontů, kteří modulují střevní imunitu a pomáhají tak udržet správnou funkci 
trávicího traktu (Maizels, 2009; van den Biggelaar et al., 2000). To ovšem platí jen pro určité 
druhy střevních helmintů a jen do určité míry. Přesto je potřeba odlišit pouhý výskyt parazitů 
od jejich širšího vlivu na zdravotní stav. Jednou z metod, kterou lze použít pro určení 
zdravotního stavu obratlovců je stanovení odchylek hodnot hematologických parametrů. 
V této studii jsme použili soubor základních hematologických parametrů pro vyšetření 
zdravotního stavu myší v hybridní zóně. Abychom odhadli relevanci původních 
parazitologických dat, byly všechny myši vyšetřeny také na přítomnost mnohobuněčných 
parazitů. Očekáváme, že existuje závislost mezi parazitací jedince a hematologickými 
parametry indikujícími zdravotní stav jedince. Pokud je zdravotní stav dvou poddruhů myši a 
jejich hybridů rozdílný, budou se lišit hematologické znaky v závislosti na hybridním indexu, 







Za účelem vyšetření hematologických parametrů a určení množství parazitů bylo v letech 
2008 a 2009 odchyceno 251 jedinců myší ve zhruba 145 km dlouhém a 50 km 
širokém česko-bavorském úseku hybridní zóny (viz Obrázek 2) (Bozikova et al., 2005; 
Macholan et al., 2011; Macholan et al., 2008). Myši byly odchyceny do dřevěných či 
kovových živochytných pastí na 77 lokalitách. Jelikož mohou být hematologické znaky i 
nákaza parazity silně ovlivněny ročním obdobím, odchyt probíhal v obou letech vždy 
v rozmezí deseti dnů v polovině září. Tím byl omezen vliv sezóny (Baird et al., 2012). Myši 
byly po odchytu umístěny do samostatných klecí s přístupem vody a krmení ad libitum.  
 
  
Obrázek 2 Pozice česko-bavorského transektu v rámci hybridní zóny myší domácí Fialová linie značí 
polohu hybridní zóny myši domácí na evropském kontinentu. Zelený obdélník označuje česko-bavorský 






Krev byla myším odebírána v celkové anestezii. Myš jsme uspali inhalací halothanu, 
krev jsme odebrali nastřihnutím karotid, a poté myš usmrtili cervikální dislokací. Všem 
myším jsme odebrali přibližně 500 μL arteriální krve do heparinizované mikrozkumavky. 
Jednotlivé hematologické parametry jsme stanovili způsobem popsaným v kapitole 3.1.2. 
4.1.3 Vyšetření parazitů 
Všichni jedinci byli post mortem vyšetřeni na přítomnost mnohobuněčných živočišných 
parazitů (helmintů). Intenzitu nákazy myší helmintárními parazity určila Joëlle Goüy de 
Bellocq (University of Antwerp, Belgie) a Alexis Ribas (University of Barcelona, Španělsko). 
Vyšetřovaní helmintární parazité patřili do tříd Nematoda (hlístice) a Cestoda (tasemnice) a 
řadí se mezi nejčastější parazity myší.  V rámci těchto skupin byl určen počet nejběžnějších 
druhů parazitů: Aspiculuris tetrapera Hymen diminita, Taenia taeniformis, Microthrix sp., 
Mesocestoides, Calodium hepaticum, Masthoporus muris, Trichuris muris, 
Heterakisspumosa, Symphacia oblevata a Aspiculuris tetrapera. U všech myší byla dutina 
břišní, játra a zažívací trakt vyšetřena na přítomnost parazitů pod binokulární lupou. Nalezení 
helmintární parazité byli skladování v oddělených zkumavkách 70% etanolu a později určeni 
do úrovně druhu.  V případě, že bylo myší slepé střevo vysoce parazitováno (>100 parazitů) 
bylo do druhů určeno pouze 100 helmintů a celkový počet byl určen pomocí graduovaných 
Petriho misek. Prevalence jednotlivých druhů parazitů viz Tabulka 9. 
4.1.4 Stanovení hybridního indexu 
Hodnotu hybridního indexu jsme převzali z prací Albrechtova et al. (2012) a Baird et al. 
(2012). K určení hybridního indexu bylo použito 1400 SNP markerů rozmístěných po genomu 
ve vzdálenosti zhruba 1,86 Mb (Wang et al., 2011a). Hybridní index byl pro každého jedince 
vypočítán jako proporce alel poddruhu musculus přes všechny SNP.  
4.1.5 Statistická analýza 
Pomocí Pearsonova korelačního testu jsme zjistili vzájemnou korelaci hematologických 
parametrů a vzájemné korelace hmotnosti jedince, množství parazitů, hematologických 
znaků a hybridního indexu. Abychom se vyhnuli efektu mnohačetného testování, byly pro 
určení signifikance korelací použity P hodnoty upravené Holmovou metodou korekce. Do 




hematologických znaků – tedy absolutní počet erytrocytů, leukocytů, lymfocytů, neutrofilů 
a eosinofilů. Počty monocytů a basofilů jsme nepoužili z důvodu jejich velmi nízké 
frekvence v periferní krvi. Závislost mezi hematologickými parametry a množstvím 
parazitárních nákaz jsme analyzovali pomocí zobecněných lineárních modelů. V modelech 
bylo použito normální rozdělení, kromě modelu popisujícího závislost absolutního počtu 
eosinofilů (zde použito quasipoissonovo rozdělení). Pro tuto analýzu jsme použili pouze 
počet parazitů druhu Trichuris muris, Symphacia oblevata a Aspiculuris tetraptera a 
celkový počet parazitů skupiny Nematoda a skupiny Cestoda (tyto proměnné jsou na sobě 
nezávislé; r=0,056, P>0,050). Ostatní druhy parazitů jsme nepoužili kvůli jejich nízkému 
výskytu u myší (viz Tabulka 9). Závislost mezi hematologickými parametry a množstvím 
parazitárních nákaz byla analyzována pomocí zobecněných lineárních modelů. Do modelů 
byla jako vysvětlující proměnná zahrnuta i hmotnost jedince, přestože ta koreluje 
s množstvím parazitů skupiny Cestoda. Tato korelace je totiž relativně slabá a vysvětluje 
tedy pouze malé procento variability (r=0,241). Absolutní hodnoty leukocytů, lymfocytů a 
neutrofilů byly zlogaritmovány pro dosažení normality rozdělení dat. V modelech bylo 
použito normální rozdělení, kromě modelu popisujícího závislost absolutního počtu 
eosinofilů (zde použito quasipoissonovo rozdělení). Závislost mezi hybridním indexem a 
hematologickými znaky byla testována pomocí lineární a polynomické regrese 
s normálním a quasipoissonovým rozdělením. Absolutní počty jednotlivých typů 
buněk byly zlogaritmovány pro dosažení normality residuí. Pro porovnání 
hematologických znaků mezi poddruhy byli jedinci rozděleni do 3 kategorií dle HI (M. m. 
domesticus <0,06, hybrid 0,06-0,94, M. m. musculus >0,94). Pro zjištění rozdílů mezi 
kategoriemi jsme použili ANOVU a následně Tukeyho test.  Mezi volně žijícími a 
inbredními jedinci jsme porovnali hematologické parametry Wilcoxonovým 






Tabulka 9 Prevalence parazitárních nákaz v hybridní zóně myši domácí  
Celkový počet parazitů udává celkové množství jedinců daného druhu parazita nalezených v dutině břišní 253 volně žijících 
myší. Prevalence udává procento myší nakažených daným parazitem. 
 


































Tabulka 10 Korelace hematologických parametrů u volně žijících myší  










korelované hematologické parametry P r 
Absolutní počet erytrocytů / hematokrit <0,001 0,72 
Absolutní / diferenciální počet lymfocytů <0,001 0,38 
Absolutní / diferenciální počet neutrofilů <0,001 0,63 
Absolutní / diferenciální počet eosinofilů <0,001 0,78 
Absolutní počet leukocytů / neutrofilů <0,001 0,65 
Absolutní počet leukocytů / lymfocytů <0,001 0,88 
Absolutní počet leukocytů / eosinofilů <0,001 0,53 
Absolutní počet lymfocytů/ neutrofilů   0,023 0,22 
Absolutní počet lymfocytů / eosinofilů <0,001 0,49 





Při iniciální analýze dat jsme u volně žijících myší nalezli korelaci mezi několika 
hematologickými parametry (viz Tabulka 10). Z hlediska dalších analýz byla nejdůležitější 
pozitivní korelace mezi absolutními a diferenciálními počty jednotlivých typů buněk a dále 
pak mezi hematokritem a absolutním počtem erytrocytů. Také existuje korelace mezi 
hmotností myši a množstvím tasemnic (Cestoda; r=0,25, P=0,010), hmotnosti a absolutním 
počtem eosinofilů (r=0,22, P=0,034) a HI a hmotností (r=-0,38, P<<0,001). Nenalezli jsme 
žádný vztah mezi absolutním počtem erytrocytů a počtem parazitů (P>0,05). Celkový počet 
bílých krvinek je závislý na počtu tasemnic (MAM: Df=-2/234, F=7,14, P<0,01; tasemnice: 
Df=-1/234, F=4,62, P=0,033; hmotnost: Df=-1/234, F=6,25, P=0,013). Absolutní počet 
neutrofilů je také závislý na nákaze myší tasemnicemi a hmotnosti (MAM: Df=2/236, 
F=12,93, P<<0,001, hmotnost: Df=-1/234, F=7,87; P<<0,005; tasemnice: Df=-1/234, 
F=11,858, P<0,01). Stejně tak i absolutní počet eosinofilů závisí na nákaze tasemnicemi a 
hmotnosti myši (MAM: Df=-2/234, F=-117,0, P<<0,001; hmotnost: Df=-1/235, F=22,961, 
P=0,001; tasemnice: DF=-1/234, F= -63,85, P<<0,001). Naproti tomu absolutní počet 
lymfocytů není závislý na množství žádných mnohobuněčných parazitů (P<0,05). 
Vliv jednotlivých druhů běžných parazitů (Trichuris muris, Symphacia oblevata a 
Aspiculuris tetraptera) na hematologické parametry jsme neprokázali (P>0,05).  
Absolutní počet erytrocytů u myši nemá souvislost s hybridním indexem (P<0,05).  
Závislost mezi hybridním indexem myši, hmotností a množstvím krevních buněk jsme 
však prokázali u absolutního počtu leukocytů (MAM: Df=-3/240, F=5,58, P=0,001; hmotnost: 
Df=1/241, F=5,23, P=0,023; HI: Df=-2/240, F=3,30, P=0,038; viz Graf 8), absolutního počtu 
neutrofilů (MAM: Df=3/239; F=8,67; P<<0,001; hmotnost: Df=1/240, F=5,34, P=0,021; HI: 
Df=-2/239, F=6,12, P=0,003; viz Graf 9) a absolutního počtu eosinofilů (MAM: Df=-3/233, 
D=-100,43, P<<0,001; hmotnost: Df=-1/233 D=-30,67, P<0,001; HI: Df=-2/233, D=-47,27, 
P<0,001; viz Graf 10). Závislost na hybridním indexu jsme neprokázali u absolutního počtu 
lymfocytů (P<0,05). Námi stanovené kategorie M. m. musculus, M. m. domesticus a hybridní 
kategorie se liší v absolutním počtu leukocytů (Df=250/2, F= 4,12, P= 0,0173), Tukeyho test 
ale jako průkazný prokázal pouze rozdíl mezi kategorií hybrid a M. m. domesticus (P=0,041) 
Prokázali jsme ale také odlišnost v absolutním počtu neutrofilů (Df=250/2, F=6,00, P= 0,003) 
a to jak mezi poddruhy M. m. musculus a M. m. domesticus (P=0,022) tak mezi skupinami M. 




(Df=250/2, F=9,22, P<0,001). Signifikantní jsou zde rozdíly mezi kategoriemi M. m. 
domesticus a hybrid (P<0,001) a M. m. musculus a hybrid (P=0,028). Porovnání absolutních 
počtů krevních buněk mezi inbredními a volně žijícími jedinci ukazuje, že inbrední jedinci 
mají zvýšený počet všech typů krvinek, kromě neutrofilů (viz Tabulka 11). 
Graf 8 Závislost absolutního počtu leukocytů na hybridním indexu Na ose Y je znázorněn logaritmus 






Graf 9 Závislost absolutního počtu neutrofilů na hybridním indexu Na ose Y je znázorněn 
logaritmus hodnot absolutního počtu neutrofilů. Pro analýzu bylo použito 251 jedinců. 
Graf 10 Závislost absolutního počtu eosinofilů na hybridním indexu  Na ose Y znázorněn logaritmus 




Tabulka 11 Porovnání absolutního počtu krvinek u volně žijících a inbredních myší   
Porovnání bylo provedeno Wicoxonovým dvouvýběrovým testem Pro porovnání bylo použito 251 volně žijících jedinců a 78 
inbredních jedinců. SD – směrodatná odchylka   
 
Volně žijící jedinci Inbrední kmeny Wilcoxonův test 
  průměr   SD průměr   SD W P 
Absolutní počet erytrocytů 1021,07 ± 168,83 1068,86 ± 204,90 8410 0,003 
Absolutní počet leukocytů 38,02 ± 24,28 69,51 ± 42,97 14945 <<0,001 
Absolutní počet lymfocytů 62,05 ± 16,59 68,98 ± 13,78 1233 <<0,001 
Absolutní počet neutrofilů 32,45 ± 16,83 20,40 ± 12,37 4037 <<0,001 
Absolutní počet eosinofilů 2,44 ± 2,96 3,79 ± 3,72 4856,5 <<0,001 
Absolutní počet basofilů 0,34 ± 0,79 1,50 ± 2,43 12413 <<0,001 





Bílé krvinky jakožto hlavní efektorové buňky imunitního systému zprostředkovávají 
obranu proti parazitárním nákazám (Danilova, 2006). Proto jejich množství v periferní krvi 
může odrážet zdravotní stav jedinců (Roletto, 1993).  
V naší studii jsou některé hematologické znaky vzájemně korelované (viz Tabulka 10). 
Především existuje zřejmá korelace mezi absolutními a diferenciálními počty jednotlivých 
typů krevních buněk, což je dáno povahou těchto hodnot a metodou jejich výpočtu. 
Diferenciální počet je totiž určen jako procentuální zastoupení jednotlivých typů bílých 
krvinek a absolutní počet je pak vypočítán jako toto procento  násobené absolutním počtem 
všech bílých krvinek. Proto korelace mezi absolutními a diferenciálními počty jednotlivých 
typů leukocytů nejsou nijak překvapivé. Podobně se dá vysvětlit i korelace mezi absolutním 
počtem erytrocytů a hematokritem. Hematokrit je stanovován jako celkový objem, který 
zabírají červené krvinky na jednotku krve a odráží tak v sobě i informaci o jejich počtu na 
objemovou jednotku. Tato korelace ale nemusí platit vždy – vyšší hematokrit může také 
značit větší erytrocyty, ne jejich vyšší počet. Tak tomu může být například u ptáků, kdy se do 
krve uvolní větší počet velkých nezralých erytrocytů (Campbell and Ellis, 2007). U savců je 
však takovýto vztah nepravděpodobný, protože nezralá stádia červených krvinek se u nich 
v krevním oběhu prakticky nevyskytují. Zajímavá je pozitivní korelace absolutního počtu 
lymfocytů s absolutním počtem neutrofilů a eosinofilů. Tyto korelace značí, že společně 
vzrůstají počty všech typů bílých krvinek. Kromě hematologických znaků jsme nalezli 
korelaci i mezi hmotností myši a hybridním indexem. To není nic překvapivého, neboť myši 
poddruhu M. m. musculus jsou menší než poddruh M. m. domesticus (Schwarz and Schwarz, 
1943), je tedy zřejmé, že mají i nižší hmotnost. S hmotností dále pozitivně koreluje množství 
parazitů skupiny Cestoda (tasemnice) a absolutní počet eosinofilů. V podrobné analýze se 
nám pak podařilo prokázat, že množství mnohobuněčných parazitů ovlivňuje hematologické 
znaky myší. Zejména tasemnice ovlivňují absolutní počet leukocytů, neutrofilů i eosinofilů. 
Čím více je myš parazitována, tím větší má i množství bílých krvinek v periferní krvi. 
Absolutní počet všech leukocytů, neutrofilů i eosinofilů je také ovlivněn hmotností myši – 
myši s větší hmotností mají větší množství těchto buněk na objemovou jednotku krve. 
Prevalence jednotlivých druhů parazitů je uvedena v Tabulce 9. Pro porovnání zdravotního 
stavu myší v rámci hybridní zóny jsme analyzovali pouze vztah absolutního počtu vybraných 




všechny parametry, u kterých jsme prokázali vztah k parazitárním nákazám, jsou závislé na 
hybridním indexu. U všech těchto parametrů pozorujeme stejný trend – tedy snížení 
absolutního počtu buněk směrem ke středním hodnotám hybridního indexu (viz Graf 8, 9, a 
10). Myši v rámci hybridní zóny nemají odlišný absolutní počet lymfocytů, což je parametr, u 
kterého jsme neprokázali ani souvislost s přítomností parazitárních nákaz. Absolutní počet 
neutrofilů se ale liší nejen mezi hybridními jedinci a rodičovskými poddruhy, ale je také 
signifikantně nižší u poddruhu M. m. musculus oproti M. m. domesticus. Dále jsme zjistili, že 
inbrední jedinci, mají oproti volně žijícím myším vyšší absolutní počet všech typů krevních 
buněk, vyjma neutrofilních granulocytů.  
Vliv mnohobuněčných parazitů na hematologické znaky byl pozorován u mnoha 
hostitelských druhů (Haenen et al., 2010; Palstra et al., 2007; Roletto, 1993). Tento typ 
parazitárních nákaz je spojován převážně s eosinofilií (Al-Obaidi, 2012; Balla et al., 2010; 
Geering et al., 2013; Ovington and Behm, 1997). Infekce mnohobuněčnými červy vyvolává u 
savců imunitní odpověď Th2 typu, která vede především k produkci protilátek typu IgE, 
sekreci regulačních cytokinů IL-4 a IL-5 následované aktivací eosinofilů (Ovington and 
Behm, 1997).  I u myší v hybridní zóně můžeme pozorovat závislost mezi množstvím 
eosinofilů v krvi a intenzitou nákazy, ovšem pouze v souvislosti s nákazou tasemnicemi. 
Zvýšení počtu eosinofilů v periferní krvi bylo dokumentováno například při experimentálních 
nákazách myší tasemnicemi Mesocestoides corti (Riley and Chernin, 1994) či Hymenolepsis 
nana (Parvathi and Karemungikar, 2011). Přestože existují mnohé doklady o zvýšené aktivaci 
eosinofilů způsobené nákazou hlísticemi u myší i dalších druhů (Bonne-Annee et al., 2011; 
Gebreselassie et al., 2012; Knott et al., 2009; Reinhardt et al., 2011; Yasuda et al., 2012), naše 
studie poněkud překvapivě neprokázala závislost mezi nákazou hlísticemi a absolutním 
počtem eosinofilů. Experimentálně bylo ovšem prokázáno, že aktivace eosinofilních 
granulocytů se nemusí nutně projevit v periferní krvi (Dixon et al., 2006). Porovnání nákazy 
myší parazity Trichinela  spiralis a T. muris v rámci této studie také ukazuje, že imunitní 
reakce na různé druhy hlístic má různý efekt na hematologické znaky. Zatímco T. spiralis 
vyvolá zvýšení eosinofilních granulocytů, po infekci T. muris zůstávají hematologické 
parametry v normě (Dixon et al., 2006). Právě T. muris patří mezi nejhojnější parazity ze 
skupiny tasemnic, které jsme v hybridní zóně pozorovali. Studie provedená 
Dixon et al. (2006) tedy může podat vysvětlení, proč jsme nepozorovali vztah mezi počtem 
eosinofilních granulocytů a intenzitou nákazy hlísticemi. Změny v absolutním počtu 




eosinofilů zároveň koreluje s hmotností myši, s kterou je taktéž korelované množství 
tasemnic. Hmotnost myši souvisí úzce s jejím věkem, můžeme tedy předpokládat, že myši 
s vyšší hmotností jsou také starší. Vzrůstající počet eosinofilů s věkem myší jsme prokázali i 
u inbredních linií, což je ve shodě s touto pozorovanou korelací. S věkem myši vzrůstá také 
riziko střetů s parazity. To může být vysvětlením pro nalezené vyšší množství parazitů u myší 
s vyšší hmotností.   Závislost intenzity parazitární nákazy na stáří jedince bylo popsáno 
například u surikat (Suricata suricatta), kde prevalence střevních parazitů Toxocara 
suricattae vzrůstá s věkem (Leclaire and Faulkner, 2014), či u ještěrky Lilfordovi (Podarcis 
lilfordi), kde subadultní jedinci mají menší množství parazitů než dospělý jedinci (Garrido 
and Perez-Mellado, 2013). Studie parazitů na zajících (Lepus europaeus) ale ukazuje, že 
v některých případech může počet různých parazitárních druhů s věkem stoupat i klesat 
(Chroust et al., 2012).  
Intenzita nákazy tasemnicemi souvisí i se zvýšením absolutního počtu neutrofilů 
v periferní krvi myší. Neutrofilní granulocyty jsou především fagocyty drobných částic 
(Geering et al., 2013), nehrají tedy významnou roli v obraně proti mnohobuněčným 
parazitům. Zvýšení počtu neutrofilů může být způsobeno celkovým zhoršením kondice a 
zvýšeným stresem u jedinců napadených tasemnicemi (Davis et al., 2008). Vysoký počet 
neutrofilů můžou vyvolat také ko-infekce helmintárních parazitů s bakteriemi a viry, k jejichž 
eliminaci jsou tyto buňky přizpůsobeny. S ko-infekcemi různými parazitárními druhy se 
v přírodě setkáváme velmi často (Pathak et al., 2012; Petney and Andrews, 1998). Jedinci ve 
špatné kondici mohou být zároveň parazitováni větším množstvím jiných typů parazitů (např. 
bakterií či virů), které zvyšují počet neutrofilů (Gupta et al., 1999; Quevillon et al., 2013). 
V případě infekce některými bakteriální či virovými infekcemi dochází k aktivaci imunitního 
systému směrem k prozánětlivé imunitní odpovědi (Abbas et al., 1996). Modulace imunitní 
odpovědi tímto směrem brání rozvoji Th2 reakce, která je nutná k eliminaci helmintárních 
parazitů (Abbas et al., 1996). U jedinců, u kterých propukla zánětlivá reakce spojená s 
aktivací neutrofilů pak můžeme pozorovat vyšší množství helmintárních parazitů.  
Silná závislost mezi hematologickými parametry a parazitárními nákazami, především 
tasemnicemi, ukazuje, že hematologické znaky u volně žijících živočichů jsou dobrým 
vodítkem k určení zdravotního stavu. V rámci hybridní zóny je možné sledovat rozdíly 
v hematologických parametrech, které odrážejí intenzitu parazitárních nákaz, v závislosti na 
hybridním indexu myší. Z toho vyplývá, že poddruhy myši domácí a jejich hybridi se zřejmě 




Absolutní počet  neutrofilů i eosinofilů se snižuje směrem ke středním hodnotám 
hybridního indexu (viz Graf 9 a 10). Hematologické parametry tedy mohou naznačovat, že 
hybridní jedinci jsou méně parazitováni a jsou tedy v lepším zdravotním stavu. Naše studie 
tedy podporuje hypotézu hybridní rezistence (Fritz et al., 1999; Moulia, 1999), podle které 
mají hybridní jedinci zvýšenou schopnost odolávat parazitárním nákazám. Tuto hypotézu 
podporuje i studie Baird et al. (2012), ve které bylo porovnáváno množství parazitů T. muris, 
Taenia taeniaeformis a A. tetraptera and S. obvelata v závislosti na hybridním indexu myší. 
Všichni tito parazité se u hybridních jedinců vyskytovali v menším množství než u 
rodičovských poddruhů. Platnost hypotézy hybridní rezistence v hybridní zóně myši domácí 
podporuje i porovnání průběhu experimentální nákazy u hybridů a rodičovských poddruhů 
parazitickým druhem A. tetraptera (Derothe et al., 2004). Hybridi první i dalších (F3 a F4) 
generací křížení mají zvýšenou rezistenci k A. tetraptera (byl u nich pozorován nižší počet 
parazitických jedinců) oproti rodičovským poddruhům. Experimentální nákaza prvokem 
Trypanosoma musculi ale neprokázala žádný rozdíl v náchylnosti poddruhů a jejich hybridů 
(Derothe et al., 1999), a nákaza Sarcocystys muris ukazuje vyšší náchylnost hybridních 
jedinců (Derothe et al., 2001). Zvýšená resistence hybridních jedinců tedy nemusí být 
všeobecně platná. Resistence k různým parazitárním nákazám je ustanovena různými způsoby 
a může se mezi druhy i jedinci lišit. Rozpoznání parazitárních nákaz u hostitelem z části 
funguje na takzvaném principu „zámku a klíče“ (Agrawal and Lively, 2003; Flor, 1971; 
Frank, 1993; Thompson and Burdon, 1992). Protože rozpoznání a eliminace nákazy může být 
vzhledem k této nákaze specifická, určitý genotyp hostitele zajištuje rezistenci pouze vůči 
určité parazitární nákaze, či vůči konkrétnímu genotypu parazita (Thompson and Burdon, 
1992; Westerdahl et al., 2005). O resistenci hostitele lze potom mluvit pouze ve vztahu ke 
konkrétní parazitární nákaze (Vinkler and Albrecht, 2011).  U hybridních jedinců může 
kombinace rodičovských genotypů vést v některých případech k heteroznímu efektu (Derothe 
et al., 2004; Moulia et al., 1995). To ovšem neznamená, že u jiných adaptací nemůže po 
křížení poddruhů docházet například k rozpadu koadaptovaných genových komplexů 
způsobujících maladaptaci na parazitární nákazu a snížení resistence jedince. Naopak hybridní 
rezistence by mohla vznikat právě jako důsledek vzniku nových alelických kombinací napříč 
geny v genomu. Něco takového, do určité míry, naznačují i naše výsledky hematologické 
studie u myší inbredních linií chovaných v konvenčních chovech (kapitola 3).  
Porovnání množství mnohobuněčných parazitů v rámci hybridní zóny ukazuje také rozdíly 




příbuznější poddruhu M. m. musculus jsou mnohem méně parazitováni, tento rozdíl je 
nejvýraznější u nákazy tasemnicí Taenia taeniaeformis (Baird et al., 2012). I tyto výsledky se 
shodují s naší prací. Porovnání absolutního počtu neutrofilů ukazuje signifikantní rozdíl mezi 
poddruhy M. m. musculus a M. m. domesticus. Myši geneticky bližší poddruhu M. m. 
musculus mají menší počet neutrofilů oproti poddruhu M. m. domesticus. Jak již bylo zmíněno 
výše, absolutní počet neutrofilů u myší v hybridní zóně odráží parazitaci jedince a 
pravděpodobně celkový zdravotní stav myši. U inbredních jedinců v podmínkách chovů jsme 
nenašli významný rozdíl v absolutním počtu neutrofilů mezi poddruhy (kapitola 3), což značí, 
že tato změna je skutečně vyvolaná změnou zdravotního stavu. Vyšetření hematologických 
parametrů ukazuje na lepší anti-parazitární rezistenci podruhu M. m. musculus. Odlišná 
náchylnost rodičovských druhů k parazitům byla popsána i v hybridní zóně slávky, či 
v hybridní zóně parmy, ovšem v těchto případech měli hybridní jedinci vždy průměrnou 
resistenci k parazitům (Coustau et al., 1991; Lebrun et al., 1992). Na druhou stranu vyšetření 
myší v hybridní zóně myši domácí na přítomnost parazitických microsporidíí (Enterocytozoon 
bieneusi a Encephalitozoon spp.) či bakterií rodu Helicobacter neprokázalo žádný rozdíl 
v nákaze mezi poddruhy (Sak et al., 2011; Wasimuddin et al., 2012). Poddruhy, které se 
vyvíjejí odděleně, si vytváří v důsledku koevoluce s parazitem nezávisle na sobě adaptace 
imunitního systému. Adaptace na různé parazitární nákazy se samozřejmě liší v důsledku 
vzájemné koevoluce s daným parazitem. Tato koevoluce byla recentně popsána i u myši 
domácí a prvoka Cryptosporidium tyzzeri (Kvac et al., 2013). Rezistence či náchylnost 
k parazitárním nákazám je specifická  (Agrawal and Lively, 2002; Thompson and Burdon, 
1992; Westerdahl et al., 2005). Nelze tedy očekávat odlišnou schopnost anti-parazitární 
rezistence mezi druhy proti všem parazitům.   
Imunitní systém a jeho jednotlivé složky jsou obecně pokládány za fyziologicky nákladné 
(Brown, 2003; Sadd and Schmid-Hempel, 2009; Strauss et al., 2002). Z toho vyplývá, že 
kvalita a množství zdrojů ovlivňuje funkci imunitního systému (Seppala and Jokela, 2010; 
Siva-Jothy and Thompson, 2002; Venesky et al., 2012). Jedinci žijící v prostředí chudém na 
zdroje si nemohou dovolit příliš investovat do obrany proti parazitárním nákazám. Stejně 
tak jedinci ve špatné kondici mají zhoršenou anti-parazitární rezistenci kvůli nedostatku 
zdrojů, které mohou investovat do rozvoje a udržování imunitního systému. To potvrzuje i 
srovnání hematologických znaků inbredních linií a myší žijících volně v hybridní zóně (viz 
Tabulka 11). Absolutní počet bílých krvinek je u inbredních myší výrazně vyšší než u volně 




než volně žijící myši, což jim umožňuje alokovat zdroje do imunitního systému a udržovat 
stálý vysoký počet leukocytů. Signifikantně se mezi inbredními a volně žijícími jedinci 
odlišují i všechny ostatní hematologické parametry (viz. Tabulka 11). Takové rozdíly jsou 
očekávatelné u myší žijících v naprosto odlišném prostředí. Evidence o změnách 
hematologických parametrů mezi volně žijícími zvířaty a zvířaty chovanými v zajetí ale není 
jednoznačná.  U volně žijících buvolů (Syncerus caffer) byli naměřeny vyšší hodnoty 
absolutního počtu bílých krvinek než u afrických buvolů chovaných v zajetí (Beechler et al., 
2009). Stejně tak u volně žijících kočky divoké (Felis silvestris silvestris) byly zjištěny vyšší 
počty bílých krvinek, neutrofilů a eosinofilů oproti kočce divoké chované v zajetí, ale 
naopak nižší hodnoty absolutního počtu červených krvinek (Marco et al., 2000; Racnik et al., 
2004). Hematologické vyšetření volně žijících a v zajetí chovaných plameňáků přineslo 
podobné výsledky jako náš výzkum a ukazuje vyšší absolutní počet bílých krvinek u jedinců 
v zajetí (Puerta et al., 1992). Vliv odlišného prostředí ve volné přírodě a v zajetí není tedy 
jednoznačný. Jak jsme ukázali i v naší práci, hematologické parametry jsou velmi proměnné 
v závislosti na mnoha vnitřních i vnějších faktorech. Patří mezi ně i strava, stres, manipulace 
se zvířetem či změna jeho prostředí (Fisher et al., 2010; Galeotti et al., 2010). Výsledky 
porovnání hematologických parametrů u různých druhů ve volné přírodě a v zajetí může být 
nejednoznačný, právě kvůli nesnadnému odlišení působení dalších vlivů, které hematologické 
parametry ovlivňují. Jediný absolutní počet buněk, který je zvýšený u volně žijících myší 
oproti inbredním myším je absolutní počet neutrofilů. Volně žijící myši mají jistě větší 
množství parazitárních nákaz, u kterých jsme prokázali vliv na absolutní počet neutrofilů. Dle 
našich výsledků ale množství parazitárních nákaz ovlivňuje i absolutní počet leukocytů a 
eosinofilů, které jsou u volně žijících myší snížené oproti inbredním jedincům. Zvýšení počtu 
neutrofilů v periferní krvi myší v hybridní zóně tedy pravděpodobně ovlivňuje spíše celkový 
fyziologický stres jedince (Davis et al., 2008; Dhabhar, 2002; Gross and Siegel, 1983). 
Inbrední myši v chovech jsou zřejmě více zvyklé na manipulaci a proto u nich odchyt a odběr 
krve nemusí vyvolávat tak silnou stresovou reakci a zvýšení počtu neutrofilů, jako u volně 
žijících myší.   
Pokud zvýšený počet bílých krvinek u inbredních jedinců skutečně značí jejich lepší 
kondici a investici do imunitního systému, pak by zvýšený absolutní počet bílých krvinek u 
rodičovských poddruhů oproti hybridním jedincům v hybridní zóně mohl také naznačovat 
opačný trend, než je popsán výše. Tedy že rodičovské poddruhy jsou v lepší kondici oproti 




buněčnými typy a množstvím parazitárních nákaz a naše výsledky jsou také ve shodě se studií 
porovnávající množství parazitů v hybridní zóně (Baird et al., 2012), není tento scénář 
pravděpodobný. Předpokládáme, že všichni volně žijící jedinci mají celkově snížené množství 
všech buněčných typů, kvůli celkově velmi odlišným podmínkám prostředí. Zvýšení 
absolutního počtu leukocytů u jedinců v rámci hybridní zóny tedy neznačí lepší kondici, ale 





5 Otokový kožní test: ConA vs. PHA 
Otokový kožní test (skin-swelling test) je nejběžněji používaný test prozánětlivé imunitní 
reaktivity v ekoimunologickém výzkumu (Kennedy and Nager, 2006; Martin et al., 2006; 
Vinkler et al., 2010). Nejčastěji používaným stimulantem pro tento test je PHA (de Bellocq et 
al., 2006; Fernandez-De-Mera et al., 2008; Finger et al., 2013; Vinkler et al., 2012). Jelikož 
však PHA váže kromě TCR i komponenty buněčných membrán erytrocytů (Leavitt et al., 
1977), je použití PHA v těchto studiích zatíženo interpretačními nejasnostmi ze strany 
mechanismu aktivace imunity  (Vinkler et al., 2010). In vitro studie navíc ukazují, že PHA je 
relativně slabším mitotickým aktivátorem T lymfocytů než ConA (Jacobsson and Blomgren, 
1974; Jones, 1973; Lindahlk, 1972). ConA se váže specificky na koreceptor CD3 v rámci 
receptorového komplexu TCR (Leavitt et al., 1977) a mechanismus aktivace imunity tímto 
mitogenem je tedy interpretačně přímočarý. Našim cílem bylo vylepšit metodiku otokového 
kožního testu použitím ConA namísto PHA jako stimulátoru. ConA však dosud nebyl 
v ekoimunologických studiích aplikován a ani mechanismus vlivu těchto dvou látek na 
zánětlivou reakci u myší nebyl dosud podrobně prozkoumán. Aby bylo možné testovat a 
správně interpretovat prozánětlivou imunitní reakci u myší v hybridní zóně, bylo nejdříve 
nutné porovnat vliv těchto dvou látek a zhodnotit vhodnost jejich použití pro otokový kožní 
test. 
5.1 Metodika  
5.1.1 Zvířata 
Třicet pět myších samců laboratorního kmene C57BL/6 ve věku 44-121 dní bylo získáno z 
chovů Ústavu biologie obratlovců, Akademie věd České Republiky, v.v.i. ve Studenci. Každý 
jedinec byl umístěn v samostatné kleci s přístupem ke krmení a vodě ad libitum.   
5.1.2 Plán pokusu 
Těchto 35 myší bylo rozděleno do 7 skupin po 5 jedincích. Všichni jedinci byli zváženi 
s přesností na 0,01 g. Před pokusem jsme všem jedincům odebrali vzorek krve z ocasní žíly 
(ca 5 μL) a připravili krevní nátěr. Dále jsme změřili tloušťku pravé i levé tlapky 
v metatarsální oblasti, vždy třikrát, pomocí digitálního tloušťkoměru s přesností na 0,01mm 




pokusným myším do podkoží středu ventrální strany metatarsu levé tlapky injikovali 0,025 
mg konkanavalinu A (ConA) typ IV (produkt č. C2010, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) 
zředěného 20 μL sterilního DPBS (produkt č. D5652, Sigma-Aldrich) a stejné množství 
fytohemaglutininu (PHA-P; produkt č. L8754, Sigma-Aldrich) zředěného ve stejném 
množství DPBS bylo injikováno do pravé tlapky. Kontrolní skupině myší (n=5) jsme do 
podkoží levé tlapky injikovali 20 μL DPBS a pravá tlapka zůstala neošetřena. U všech jsme 
toto ošetření provedli ve stejné denní době – mezi 16:00 a 20:00h. Poté byly myši vráceny 
zpět do svých klecí a ponechány zde v klidu do doby měření odpovědi. Velikost otokové 
odpovědi jsme měřili po daných časových úsecích v jednotlivých skupinách, tzn. po 3 h 
(n=5), 6 h (n=5), 12 h (n=5), 24 h (n=5), 48 h (n=5) a 72 h (n=5). Opět jsme třikrát změřili 
tloušťku tlapky s přesností 0,01 mm (s repetabilitou r=0,99). Otoková odpověď byla 
vypočítána jako průměr ze tří měření velikosti tlapky myši po pokusu mínus průměr z měření 
velikosti tlapky před pokusem. Ihned po pokusu jsme odebrali druhý vzorek krve (ca 5 μL) 
k přípravě dalšího krevního nátěru. Následně jsme všechny myši usmrtili cervikální dislokací. 
Z každé tlapky jsme odebrali nekropsii tkáně (vertikální průřez tlapkou distálně od záprstí, 
cca 3 mm) a vzorek fixovali v 10% formalinu ředěném v DPBS. 
5.1.3 Histologie a hematologie 
Metody zde použité se shodují s hematologickými a histologickými metodami popsanými 
ve Vinkler et al. (2010). Tkáň z tlapek byla skladována v 10% formalinu při +4°C a následně 
zpracovány v komerční histologické laboratoři (BIOLAB Praha Laboratory, Praha). Zde byly 
zality do parafínu, nařezány na 1μm řezy a obarveny hematoxylinem a eosinem. Byly 
zhotoveny vždy 3 řezy z oblasti metatarsu každého vzorku tlapky. Každý obarvený řez jsme 
nafotili na třech nezávislých místech (tzn. 9 fotografií na vzorek) pod objektivem se 40× 
zvětšením (mikroskop Olympus BX51 s digitální kamerou Olympus DP71; software 
Quick PHOTO Industrial verze 2.3; Promicra, Praha, Česká republika). Buňky na řezu jsme 
počítali na ploše o velikosti 0,0025 mm2 v programu IMAGEJ 1.44p software 
(http://rsbweb.nih.gov/ij). Ve vzorku jsme určili pět buněčných typů: lymfocyty, monocyty, 
neutrofily, basofily and erytrocyty. Z celkového počtu buněk byl přepočten počet a typ 
buněk na plochu 0,01 mm2. Všechny krevní nátěry byly obarveny barvivem Wright-Giemsa 
Modified (product No. WG128, Sigma-Aldrich). Diferenciální počet buněk v krevním nátěru 




5.1.4 Exprese cytokinů 
Abychom určili intenzitu imunitní odpovědi, byl následně proveden druhý experiment, při 
němž byla měřena exprese hlavních prozánětlivých cytokinů (IL-6 a IFN-γ) v tlapkách myší 
po aplikaci PHA a ConA v době maxima otokové reakce zjištěné v pilotním experimentu. 
Měření exprese cytokinů bylo provedeno Ing. Miladou Chudíčkovou v laboratoři Prof. RNDr. 
Vladimíra Holáně, DrSc na Ústavu molekulární genetiky AVČR, v.v.i. a zde je popsáno 
pouze stručně. Exprese prozánětlivých cytokinů IL-6 a IFN-γ byla zjišťována ve vzorcích 
tkáně z tlapek kontrolní skupiny (nic a PBS, n=11 kontrolních jedinců), nebo 
tlapek ošetřených ConA, PHA (n=11 pokusných jedinců) pomocí qPCR. Tkáň byla zmražena 
ve zkumavkách s 500 l roztoku TRI (Molecular Research Center, Cincinnatti, OH). RNA 
byla izolována s použitím roztoku TRI a polyacrylového nosiče (Molecular Research Center) 
dle instrukcí výrobce. Jeden µg RNA byl ošetřen deoxyribonulázou I (Promega, Madison, 
WI) a zároveň použit na pro reverzní transkripci. cDNA byla nasyntetizována za použití M-
MLV reverzní transkriptázy a náhodných primerů (Promega) v celkovém reakčním objemu 25 
µl. Pro kvantitativní real-timePCR (qPCR) byl použit iCycler (BioRad, Hercules, CA) a iQ 
SYBR Green Supermix (BioRad, Hercules, CA) (Trosan et al., 2012). Pro amplifikaci byly 
použity následující primery: GAPDH (housekeeping gen): 5´-CCCAACGTGTCTGTCGTG-
3´(sense), 5´-CCGACCCAGACGTACAGC- 3´ (antisense), IL-6: 5´-
GGGCAAGATGATGCCAAA-3´(sense), 5´ - TTGTGATGACAGTTTGGTGAGTC - 3´ 
(antisense), IFNg: 5´-GGGTAACTGTGAATGTTCAATGG-3´(sense), 5´-
GCTCAGAAACCCAGTTGCAT-3´ (antisense). Každý experiment byl proveden v duplikátu. 
PCR probíhala při těchto podmínkách: denaturace při 95C po 3 min, následně 40 cyklů při 
95C po 20 s, nasedání vláken (annealing) při 60oC po 30 s a elongace při 72C po 30 s. Data 
o fluorescenci byla měřena v každém cyklu po elongaci při 75C po 5s a analyzováno pomocí 
systému iCycler Detection, verze 3.1. Každý experiment byl proveden v triplikátu. Pro 
výpočet exprese cílového genu v porovnáním s expresí referenčního GAPDH (použitým jako 
endogenní kontrola) byl použit model relativní kvantifikace (ΔCp). 
5.1.5 Statistická analýza 
Rozdíl tloušťky pravé a levé tlapky před pokusem a porovnání infiltrace buněk do tkáně u 
kontrolních skupin jsme porovnali Wilcoxonovým testem. Pro srovnání infiltrace buněk do 
tkáně u tlapek ošetřených ConA a PHA jsme použili Studentův t-test. Pro porovnání otoku 




variance (ANOVA). Jednotlivé pokusné skupiny (ošetření v různých časových bodech) jsme 
mezi sebou porovnali Tukeyho testem. Závislost velikosti otoku a infiltrace buněk na čase 
odběru, hmotnosti a věku jsme testovali pomocí zobecněných lineárních modelů (GLM). 
Porovnání exprese cytokinů jsme testovali pomocí neparametrického Wilcoxonova testu. 
Závislost diferenciálního počtu jednotlivých typů buněk v periferní krvi myší na čase po 
stimulaci jsme taktéž testovali pomocí GLM. Jako další vysvětlující proměnné jsme, kromě 
času po stimulaci, použili počet daného typu buněk v krvi před stimulací, hmotnost a 
věk myši. Statistickou analýzu jsme provedli v programu R verse 3.0.1. 
5.2 Výsledky 
Tloušťka nestimulovaných tlapek (levá a pravá) před pokusem se signifikantně nelišila 
(Wilcoxonův test, W = 541,50, P = 0,407). V čase 24h po stimulaci nebyl zjištěn signifikantní 
rozdíl v tloušťce tlapek mezi nestimulovanou tlapkou a tlapkou ošetřenou sterilním PBS 
(T-test, T =-0,3758, Df = 6,357, P = 0,719). PBS tedy nestimuluje otokovou reakci. 
Naopak  aplikace mitogenů PHA i ConA vyvolává otokovou reakci spojenou se zvětšením 
tloušťky tlapek oproti kontrolní skupině ošetřené čistým PBS (ANOVA, PHA:  Df=6/28, 
F=31,97, P<<0,001, ConA: Df=6/28, F=17,78, P<<0,001). K signifikantnímu zvětšení 
tloušťky tlapek přitom dochází v časech po 3, 6,12, 24 hodinách po aplikaci PHA a ve všech 
časových bodech po aplikaci ConA (Tukeyho test, PHA pro časy 3,6,12,24 P <0,050, ConA 
pro všechny časové body P <0,050, viz Graf 11). 
Výsledky hematologického vyšetření ukázaly, že počet neutrofilů v periferní krvi myší po 
stimulaci mitogeny (párově ConA a PHA) je závislý na čase po stimulaci, není ale závislý na 
stáří, hmotnosti či podílu neutrofilů před aplikací mitogenů (GLM: Df=1/28, F=8,15, 
P<0,001). V prvních třech hodinách po stimulaci mitogeny došlo ke zvýšení relativního počtu 
neutrofilů v periferní krvi (Wilcoxonův test: W=0, P=0,008), mezi dalšími časovými body 
(3 až 72 h) se pak poměr neutrofilů snižoval zpět k původním hodnotám.   
Přestože aplikace PBS nestimuluje otokovou reakci, dochází ve tkáni k signifikantnímu 
nárůstu počtu buněk oproti kontrolním neošetřeným tlapkám, tj. k infiltraci buněk do tkáně 
(Wilcoxonův test, W=25, P=0,011). Tato změna je dána především infiltrací neutrofilů do 
PBS stimulované tkáně (Wilcoxonův test, W=23,5, P=0,028), počet ostatních buněčných typů 





Graf 11 Časová dynamika otoku  
Porovnání velikosti otoku po použití dvou stimulantů v jednotlivých časových bodech. Plné body značí velikost 
otoku po použití konkanavalinu A (ConA), prázdné body velikost otoku po použití fytohemaglutininu (PHA). 




Po aplikaci ConA infiltrují bílé krvinky do tkáně a jejich celkový počet je závislý na čase 
odběru histologického vzorku po stimulaci (LM: Df=6/34, F=11,63, P<<0,01). Tukeyho test 
ukazuje rozdíl v celkovém počtu buněk oproti času 0 (signifikantní rozdíl v časech 12 a 24 
hodin po ošetření), i mezi dalšími časovými body (viz Graf 12). Z jednotlivých buněčných 
typů byla závislost infiltrace na čase po stimulaci prokázána pouze u neutrofilů (LM: 
Df=6/34, F=12,40, P<0,01) kde byly Tukeyho testem prokázány signifikantní rozdíly mezi 
jednotlivými časovými body (viz Graf 13), a u makrofágů, kde jsme nalezli signifikantní 
závislost na věku a hmotnosti myši (MAM: Df=8/34, F=4,95, P<0,001; čas po stimulaci: 
Df=6/32, F=3,04, P=0,021; věk: Df=1/27, F=11,74 P=0,002; hmotnost: Df=1/27, F=3,13, 
P=0,089). Počet lymfocytů je po stimulaci ConA naopak nezávislý na čase měření (P>0,05). 
  
Graf 12 Celkový počet buněk ve tkáni po aplikaci ConA 
Množství všech buněk infiltrovaných do tkáně po aplikaci konkanavalinu (ConA) v jednotlivých časových 
bodech. Po aplikaci ConA infiltruje do tkáně největší množství buněk po 48 hodinách. Tukeyho testem jsme 
prokázali signifikantní rozdíly mezi časovými body 24h - 3h (P<0,001) a 12h-3h, 12h-6h, 24h-6h, 48h-12h, 





Rovněž po aplikaci PHA závisí celkový počet buněk infiltrujících do stimulované tkáně na 
čase po aplikaci mitogenu a rovněž na hmotnosti (MAM: Df=7/34, F=3,24, P=0,0125; čas po 
stimulaci: Df=6/33, F= 3,45, P=0,0117; hmotnost: Df=1/28, F=5,14, P= 0,031). Tukeyho test 
však prokázal signifikantní rozdíl pouze mezi infiltrací buněk v čase 0 a 48 hodin po stimulaci 
(viz Graf 14).  Infiltrace jednotlivých typů leukocytů se ale po aplikaci PHA na rozdíl od 
ConA neliší v závislosti na čase po stimulaci tkáně. Párové srovnání ukázalo signifikantní 
rozdíl mezi celkovým počtem leukocytů infiltrovaných do tkáně po stimulaci ConA a PHA 
(párový t-test: T=2,06, Df=34, P=0,047). Ten je patrně dán rozdílem v počtu neutrofilů ve 
tkáni (párový t-test: T=2,04, Df=34, P=0,049). Počet lymfocytů a makrofágů ve tkáni se mezi 
odlišně ošetřenými tlapkami neliší (P>0,050). Rozdíl v celkovém počtu buněk infiltrovaných 
do pravé (ošetřené PHA) a levé (ošetřené ConA) tlapky je taktéž závislý na čase po stimulaci 
(MAM: Df=6/29, F=3,30, P=0,017; čas po stimulaci: Df=5/28, F=3,093, P=0,028; hmotnost: 
Df=1/24, F=3,85, P=0,062). Tukeyho test ovšem ukázal, že rozdíl mezi celkovým počtem 
buněk v pravé a levé tlapce se mezi jednotlivými časovými body signifikantně neliší, liší se 
pouze marginálně nesignifikantně mezi časovými body 24 a 48 hodin (P=0,072). Stejně 
tak rozdíl v počtu infiltrovaných neutrofilů mezi tlapkami ošetřenými ConA a PHA je závislý 
na čase po stimulaci (LM:  Df=5/29, F=3,70, P=0,013). Zde jsme prokázali signifikantní 
změnu v rozdílu infiltrace do tkáně mezi 24 a 48 hodinami po stimulaci (Tukeyho test, 
P=0,035). U PHA nebyla prokázána žádná souvislost mezi velikostí otoku a složením 
buněčného infiltrátu či množstvím buněk ve tkáni.  U ConA je na druhou stranu závislost 
mezi otokem a množstvím buněk infiltrovaných do tkáně silná (LM: Df=1/33, F=21,925, 
P<0,001), což je dáno silným vztahem mezi počtem neutrofilů ve tkáni a velikostí otoku 
(MAM: Df=1/33, F=20,87, P<0,001; viz Graf 15). 
V neošetřených tlapkách a v tlapkách ošetřených PBS (n=11) nebyla po 24 hodinách 
zjištěna žádná exprese měřených cytokinů (IL-6 a INF-γ). Exprese IL6 byla signifikantně 
odlišná od kontrolní skupiny v tlapkách ošetřených ConA (n= 11, W=121, P<<0,001) i PHA 
(n=11, W=110, P<0,001). Stejně tak byla zjištěna výrazná exprese INF-γ v tlapkách 
ošetřených ConA (n=11, W=115,5, P<<0,001) i PHA (n=11, W=60,5, P<0,05). ConA 






Graf 13 Počet neutrofilů ve tkáni po aplikaci ConA 
Počet neutrofilů infiltrovaný do tkáně po stimulaci konkanavalinem (ConA) v jednotlivých časových bodech. 
K největší infiltraci neutrofilů dochází po 24 hodinách. Prokázali jsme rozdíly mezi časovými body 24h-3h 
(P<0,001), 12h-3h, 12h-6h, 24h-6h, 48h-12h, 72h-12h, 48h-24h, 72h-24h (P<0,05). Pro analýzu bylo použito 
vždy 5 jedinců na časový bod. 
Graf 14 Celkový počet buněk ve tkání po aplikaci PHA 
Množství všech buněk infiltrovaných do tkáně po aplikaci fytohemaglutininu (PHA) v jednotlivých časových 
bodech. Po aplikaci PHA infiltruje do tkáně největší množství buněk po 48 hodinách. Pro analýzu bylo použito 





Otokový kožní test je velmi rozšířenou a hojně používanou metodou testování zánětlivé 
imunitní reaktivity volně žijících zvířat (de Bellocq et al., 2006; Fernandez-De-Mera et al., 
2008; Finger et al., 2013; Wiley et al., 2009). Cílem naší práce bylo porovnání působení dvou 
mitogenů ConA a PHA. Přestože je PHA nejpoužívanějším stimulantem při tomto testu, 
ConA se v in vitro testech jeví jako silnější stimulant T buněk savců a díky odlišné aktivaci 
lymfocytů se interpretace jeho působení zdá být jednoznačnější (Leavitt et al., 1977; Licastro 
et al., 1993).  
Oba stimulanty, ConA i PHA vyvolávají signifikantní otok tkáně i infiltraci buněk do tkáně 
oproti kontrolním skupinám. Tři hodiny po stimulaci mitogeny dochází ke zvýšení počtu 
neutrofilů v periferní krvi myší, v dalších časových bodech se ale vrací k původní hodnotě. 
Toto krátkodobé zvýšení je velmi pravděpodobně vyvolané pouze stresem, způsobeným 
manipulací s myší (Davis et al., 2008). U kontrolní skupiny, které bylo aplikováno PBS jsme 
také zaznamenali průnik buněk do tkáně, a to zejména neutrofilů. To lze vysvětlit reakcí 
imunitního systému na vpich jehly a poškození tkáně. Takováto reakce je ale mírná a 
nevyvolává žádný měřitelný otok ani měřitelnou expresi prozánětlivých cytokinů. Velikost 
otoku i infiltrace buněk do tkáně po aplikaci ConA a PHA je závislá na čase po stimulaci 
tkáně, průběh reakce se ale mezi ConA a PHA liší. Po aplikaci ConA dochází 
k signifikantnímu zvětšení tloušťky tlapky ve všech časových bodech, přičemž nejvyšší 
otok jsme zaznamenali v po 24 hodinách (viz Graf 11). Celkové množství 
buněk infiltrovaných do tkáně se liší v závislosti na čase po stimulaci, stejně tak jako 
množství neutrofilních granulocytů a makrofágů. Nejvyšší počet buněk ve tkáni jsme 
zaznamenali opět po 24 hodinách (viz Graf 12). Po aplikaci PHA dochází k signifikantnímu 
zvětšení tloušťky tlapky pouze do 24 hodin po aplikaci, přičemž otok je nejvyšší ve 3 
hodinách, později otok tlapky postupně mizí (viz Graf 11). Množství buněk ve tkáni je oproti 
kontrolní skupině vyšší pouze po 48 hodinách a na rozdíl od ConA závisí na hmotnosti myši a 
množství jednotlivých typů buněk ve tkáni se v čase neliší (viz Graf 14). Do tkáně ošetřené 
ConA infiltruje výrazně vyšší množství neutrofilních granulocytů. Rozdíl v počtu buněk mezi 
ConA a PHA se v čase liší, což ukazuje na odlišný průběh reakce na tyto dva mitogeny. 
Rozdílná reakce na ConA a PHA u myší byla pozorována i v in vitro testech. ConA lépe 
stimuluje myší thymocyty  (Jacobsson and Blomgren, 1974) i T buňky (Jones, 1973) je 




Velikost otoku vyvolaná ConA odpovídá množství infiltrovaných buněk do tkáně, a to 
především neutrofilních granulocytů.  
Dále jsme pro porovnání intenzity zánětlivé reakce vyvolané ConA a PHA změřili 
množství cytokinů IL-6 a INF-γ exprimovaných ve tkáních stimulovaných těmito mitogeny. 
Produkce IL-6 vede jednak k diferenciaci B-buněk na plazmatické buňky a v kombinaci 
s TGF-β k diferenciaci Th17 buněk a jednak k produkci proteinů akutní fáze hepatocyty a ke 
zvyšování teploty v místě zánětu (Balkwill, 1992). Dále také stimuluje hematopoézu 
granulocytů (Caracciolo et al., 1989). INF-γ je produkován především prozánětlivýmy 
T lymfocyty a NK buňkami. Stimuluje fagocytující buňky k produkci ROIs, RNIs a NO 
(Kobayashi, 2010). Dále vede k zvyšování exprese MHC proteinů, stimulaci Th1 odpovědi a 
tím prohlubování zánětlivé reakce (Balkwill, 1992). Naše data ukazují, že obě látky, ConA i 
PHA, vyvolávají expresi těchto cytokinů. Exprese IL-6 i IFN-γ je ale signifikantně vyšší 
v tlapkách stimulovaných ConA. Přestože je PHA dosud nejpoužívanějším stimulantem u 
tohoto testu (Kennedy and Nager, 2006), ConA se při použití na myších jeví ve všech 
směrech jako vhodnější stimulant zánětlivé reakce. Reakce na ConA je u myší oproti PHA 
mnohem výraznější jak z hlediska velikosti otoku, infiltrace buněk do tkáně, tak v míře 
exprese prozánětlivých cytokinů.  
Již dříve bylo demonstrováno, že velikost otoku i infiltrace buněk do tkáně po stimulaci 
PHA je v čase proměnná (Martin et al., 2006; Turmelle et al., 2010). U ptáků byl největší 
otok po aplikaci PHA pozorován až po 24h (Martin et al., 2006), u krokodýlů po 12h (Finger 
et al., 2013). Odlišný průběh může být způsoben rozdílnou dávkou mitogenu vzhledem 
k velikosti zvířete. U myší je otok vyvolaný PHA nejvyšší již po 3h a dále jeho velikost 
prudce klesá, největší počet buněk byl zaznamenán ve 48h (viz Graf 11 a 14). V čase 
proměnná je i reakce na ConA. Otok vyvolaný ConA u myší dosahuje nejvyšší velikosti až po 
24h, oproti otoku vyvolanému PHA je ale výrazně větší (viz Graf 11). Vyšší je i infiltrace 
bílých krvinek do místa otoku. Po aplikaci ConA se mezi jednotlivými časovými body mění 
jak infiltrace neutrofilů tak infiltrace makrofágů (viz Graf 13). Neutrofily jsou majoritními 
buňkami, které do tkáně infiltrují. Tím se naše výsledky odlišují od výsledků pokusů 
provedených na morčatech, kde aplikace ConA vedla především k infiltraci lymfocytů a 
makrofágů (Stadecke and Leskowit, 1974). Průběh zánětlivé reakce vyvolané ConA se tedy 
může lišit i mezi příbuznými druhy. Velké množství neutrofilů ve tkáni ukazuje na Th17 
zprostředkovanou zánětlivou reakci (Iwakura et al., 2008). Je možné, že ConA u myší 




výskytem v chronických zánětlivých onemocněních, při kterých dochází k tvorbě granulomů 
a nadměrné aktivitě neutrofilů (Pene et al., 2008; Tondell et al., 2014; Wang et al., 2011b). 
Hlavním produktem Th17 buněk je interleukin 17 (IL-17). Tento cytokin indukuje 
v epiteliálních a endoteliálních buňkách expresi prozánětlivých mediátorů, především IL-6, 
IL-8 a TNF-α (Ouyang et al., 2008). Jak již bylo zmíněno, ve tkáni stimulované ConA jsme 
pozorovali vysokou expresi IL-6. Exprese zmíněných cytokininů vede ke stimulaci a 
chemotaxi neutrofilních granulocytů (Ouyang et al., 2008; Pelletier et al., 2010). Th17 ale 
stimulují neutrofily i přímo, produkcí GM-CSF, TNF- α a INF-γ (Fossiez et al., 1996; 
Pelletier et al., 2010). Prokázali jsme, že i prozánětlivý cytokin INF-γ je exprimován 
v tlapkách stimulovaných ConA ve velké míře. IL-17 je produkován také neutrofilními 
granulocyty, což vede k pozitivní zpětné vazbě a prohlubování zánětlivé reakce (Pelletier et 
al., 2010).  
Základním předpokladem metody otokového kožního testu je, že velikost otoku je 
odrazem imunitní reakce probíhající ve tkáni. Tak je tomu při použití PHA u ptáků – velikost 
otoku odpovídá počtu lymfocytů, heterofilů a basofilů infiltrovaných do tkáně (Martin et al., 
2006; Vinkler et al., 2012). Oproti tomu u myší jsme po aplikaci PHA neprokázali žádnou 
souvislost mezi množstvím buněk ve tkáni a velikostí otokové reakce. Stejný výsledek, tedy 
nezávislost velikosti otoku na množství jednotlivých typů infiltrovaných leukocytů, byl 
prokázán i u netopýrů (Turmelle et al., 2010). Otoková reakce vyvolaná PHA tedy 
neodpovídá buněčné imunitní reaktivitě, kterou jsme schopni histologickými metodami 
detekovat. Protože není zřejmé, jaké imunologické pochody velikost otoku při použití PHA 
ovlivňují, není možné výsledky takového testu ani jednoznačně interpretovat. Naopak po 
použití ConA je závislost mezi velikostí otoku a buněčnou infiltrací silná. Množství buněk ve 
tkáni je nejvyšší 24h po aplikaci ConA, tedy v čase, kdy je nejvyšší i otok tkáně (viz Graf 11). 
Počet lymfocytů ve tkáni se při ConA stimulované zánětlivé reakci během 72 hodin, na rozdíl 
od počtu neurofilů, signifikantně nemění. Lymfocyty jsou tedy aktivovány již na začátku 
zánětlivé reakce a jejich aktivita vede ke stimulaci neutrofilů, zvyšování počtu těchto 
buněk ve tkáni a zvětšování otokové reakce. Silnou závislost jsme prokázali právě mezi 
velikostí otoku a množstvím infiltrovaných neutrofilů (viz Graf 15).  
Náš výzkum ukazuje, že ConA je u myší vhodnějším stimulantem pro otokový kožní 
test, než PHA, protože vyvolává výrazně silnější a tedy i lépe měřitelnou zánětlivou reakci. 
Zásadním zjištěním je, že oproti PHA, po aplikaci ConA odpovídá množství 




s použitím ConA jasněji interpretovatelné. Interpretaci zjednodušuje také známý 
mechanismus aktivace T buněk vazbou  ConA výhradně na CD3 TCR komplexu (Licastro et 
al., 1993). 
Měření otokové reakce vyvolané ConA odpovídá pravděpodobně schopnosti zánětlivé 
odpovědi především Th17 lymfocytů.  Reakce na ConA je ale v čase proměnná, mění se 
jak velikost otoku, tak buněčný infiltrát ve tkáni. Je tedy nutné provádět měření velikosti 
otoku vždy ve stejné době po aplikaci stimulantu. Nejvhodnější je měření po 24 hodinách, 
kdy je velikost otoku největší.  
  
Graf 15 ConA – závislost velikosti otoku na počtu buněk ve tkáni 
Počet neutrofilů infiltrovaných do tkáně po aplikaci konkanavalinu (ConA) závisí na velikosti 




6 Prozánělivá reakce v rámci hybridní zóny 
Zánětlivá reakce je imunitní odpověď na porušení homeostáze a patří mezi základní 
mechanismy zajišťující obranu organismu před patogeny (Danilova, 2006). Pro srovnání 
schopnosti prozánětlivé imunitní reaktivity myší v hybridní zóně jsme použili výše uvedený 
otokový kožní test (kapitola 1.2). Na základě pilotních testů (potvrzených výsledky 
v předchozí kapitole) jsme pro otokový kožní test v hybridní zóně vybrali injikaci ConA. 
Velikost vyvolaného otoku pak odráží aktivaci T buněk prostřednictvím antigen-nespecifické 
stimulace koreceptoru CD3 (Licastro et al., 1993), která vyvolává lokální zánět spojený 
s otokovou reakcí, která reflektuje schopnost prozánětlivé imunitní reaktivity jedince. Pokud 
se liší schopnost imunitní odpovědi mezi poddruhy a hybridními jedinci v hybridní zóně, bude 
velikost otoku závislá na hybridním indexu, který udává příbuznost jedinců k poddruhům 
myši domácí.  
6.1 Metodika 
6.1.1 Zvířata 
V česko-bavorském transektu hybridní zóny (viz Obrázek 2) bylo v září roku 2007 a 2008 
odchyceno 170 myší na 31 lokalitách. Myši byly odchyceny do dřevěných či kovových 
živochytných pastí, následně umístěny do samostatných klecí s přístupem vody a krmení ad 
libitum a zde po dobu od 1 do 7 dnů ponechány až do provedení experimentu.  
6.1.2 Plán pokusu 
Každé myši byla před pokusem změřena vždy tloušťka jedné tlapky třikrát, pomocí 
digitálního tloušťkoměru s přesností 0,01 mm (Mitutoyo547-301, Mitutoyo Corporation).  Do 
podkoží této tlapky jsme injikovali 0,025 mg ConA typ IV (produkt č. C2010, Sigma-Aldrich) 
zředěný 20 μL sterilního DPBS (product No. D5652, Sigma-Aldrich). Experiment proběhl 
vždy v odpoledních a večerních hodinách mezi 13:00 a 00:00 h. Po 24 hodinách jsme změřili 
šířku oteklé tlapky, opět třikrát pomocí digitálního tloušťkoměru s přesností 0,01mm. 
Tloušťka tlapky před i po experimentu byla vypočtena jako průměr ze tří měření. Velikost 
otoku, vyvolaného ConA v čase 24h byla vypočtena jako rozdíl mezi tloušťkou tlapky po 
experimentu a před experimentem. 




6.1.3 Statistická analýza 
Závislost velikostí otoku na hybridní indexu, váze myši, pohlaví a roku, ve kterém byl 
experiment proveden, byla testována pomocí polynomické regrese. Údaj o velikosti otoku 
jsme zlogaritmovali pro dosažení normálních reziduí modelu. Statistickou analýzu jsme 
provedli v programu R verse 3.0.1. 
6.2 Výsledky 
Testovali jsme závislost velikosti otoku na hybridním indexu myši, váze myši, a pohlaví. 
Velikost otoku není závislá na hmotnosti myši ani na pohlaví myši (P>0,050). Velikost otoku 
závisí pouze na hybridním indexu (F=21,19, Df=-3/166, P<<0,001).  
Graf 16 Velikost otokové reakce v hybridní zóně  
Závislost velikosti otoku po aplikaci ConA na hybridním indexu myší.  Otoková reakceje větší u myší 





Pro porovnání imunitní reaktivity myší v rámci hybridní zóny jsme použili otokový 
kožní test s  ConA jako stimulační látkou. Tento test prokázal silnou závislost mezi hybridním 
indexem myši a velikostí otokové reakce. Naše výsledky neukazují rozdílnost jedinců z 
čistých rodičovských poddruhů od jedinců se středními hodnotami hybridního indexu. 
Objevili jsme ale zřejmou odlišnost ve schopnosti prozánětlivé imunitní odpovědi mezi 
poddruhy myši domácí. Jedinci příbuznější poddruhu M. m. musculus reagují na stimulující 
ConA výrazně větším otokem, dochází u nich tedy k masivnější aktivaci imunitního systému 
a zánětlivých pochodů (viz Graf 16). To by mohlo znamenat, že poddruh M. m. musculus má 
lépe vyvinutou schopnost odolávat parazitárním nákazám. Dřívější studie zaměřená na použití 
otokového kožního testu u myší M. m. musculus a M. m. domesticus tvrdí, že tato metoda 
nijak nevypovídá schopnosti anti-parazitární rezistence (de Bellocq et al., 2007). V této práci 
byl ale jako stimulující mitogen použit PHA, u kterého jsme ani my neprokázali závislost 
mezi velikostí otoku a intenzitou buněčné odpovědi. Zmíněná práce také porovnává velikost 
otoku s resistencí k helmintárním parazitům, jejichž eliminace je závislá na Th2 buněčné 
odpovědi. ConA, který jsme použili, ale stimuluje zánětlivou odpověď pravděpodobně 
zprostředkovanou Th17 lymfocyty. Předpokládáme tedy, že poddruh M. m. musculus je lépe 
adaptován na parazitární nákazy, jejichž eliminace je závislá na prozánětlivé imunitní 
odpovědi. Na druhou stranu, použití otokového testu u hýla rudého ukázalo, že větší otoková 
reakce značí naopak horší zdravotní stav (Vinkler et al., 2012). V této studii byla prokázána 
negativní korelace mezi velikostí otoku a sytostí ptačího ornamentu, který je ukazatelem 
zdraví jedince a odpovídá schopnosti odolávat parazitům (Hill and Farmer, 2005). 
Interpretace velikosti zánětlivé reakce tedy nemusí být jednoznačná. Silný průběh zánětu 
může být jak známkou vyšší investice do tohoto obranného mechanismu, tak také znakem 
neschopnosti správné regulace imunitní odpovědi a vzniku imunopatologické reakce 
poškozující organismus (Graham et al., 2005). 
Naše studie hematologických znaků v rámci hybridní zóny ale podporuje spíše 
hypotézu, že velikost otokové reakce u myší odpovídá schopnosti prozánětlivé reakce vedoucí 
k eliminaci parazita a koreluje pozitivně se zdravotním stavem myši.  Jak již bylo zmíněno 
výše, v periferní krvi myší poddruhu M. m. musculus jsme pozorovali menší množství 
neutrofilních granulocytů. Množství neutrofilů v krvi souvisí se zdravotním stavem jedince 




Cestoda (kde jsme prokázali závislost) odráží především množství bakteriálních a virových 
onemocnění, k jejichž eliminaci jsou neutrofily přizpůsobeny (Geering et al., 2013; Quevillon 
et al., 2013). Obranu proti těmto typům onemocnění zprostředkovává právě prozánětlivá 
odpověď, kterou jsme testovali pomocí otokové reakce. Lepší zdravotní stav poddruhu M. m. 
musculus ukazuje i srovnání množství parazitárních nákaz v rámci hybridní zóny. Naše 
výsledky ukazují lepší schopnost zánětlivé odpovědi poddruhu M. m. musculus v porovnání s 
M. m. domesticus.  U podruhu M. m. musculus byla také recentně popsána výrazně vyšší 
genetická variabilita v receptoru TLR4 (Toll like receptor) oproti M. m. domesticus 
(Fornuskova et al., 2014). TLR4 je transmembránový receptor rozpoznávající bakteriální 
lipopolysacharidy a hraje tedy významnou roli v obraně organismu před bakteriálními 
nákazami. Vyšší variabilita v tomto receptoru může pro populaci M. m. musculus jako 
celek znamenat schopnost obrany proti širšímu spektru bakteriálních nákaz. Variabilita 
v genech imunitního systému v rámci populace spíše než schopnost rezistence jedince odráží 
sílu selekce ze strany parazitů. Například variabilita v jiných zásadních receptorech 
imunitního systému MHC (major histocompatibility complex) u mnoha hostitelských druhů 
koreluje s množstvím parazitárních druhů, které tyto druhy napadají (de Bellocq et al., 2008; 
Simkova et al., 2006). Vyšší variabilita u M. m. musculus tedy může ukazovat na silnější 
selekční tlak na tento poddruh, zároveň ale může být také ukazatelem lepší schopnosti na 
selekční tlak reagovat a adaptovat se na přirozeně se vyskytující parazitární nákazy.  
Otokový kožní test ale na rozdíl od hematologických znaků neukazuje na rozdílnost 
hybridních jedinců od rodičovských poddruhů. Ve schopnosti prozánětlivé reakce tedy 
pravděpodobně nepůsobí heterozní efekt jako u schopnosti eliminace mnohobuněčných 
parazitů. V této studii bylo ovšem použito menší množství jedinců a velmi malé množství 
jedinců se středními hodnotami hybridního indexu, je tedy možné, že odlišnou reakci se nám 








Základním cílem této práce bylo zmapovat variabilitu ve zdravotním stavu v hybridní zóně 
myši domácí. Pomocí dvou nezávislých metod jsme nalezli evidenci o rozdílech ve 
zdravotním stavu jak mezi dvěma poddruhy, tak mezi poddruhy a jedinci hybridního původu. 
Vyšetření hematologických parametrů jedinců z přírody odvozených inbredních linií ukazuje, 
že v podmínkách standardizovaného chovu neexistují výrazné rozdíly mezi jedinci poddruhu 
M. m. musculus a M. m. domesticus. Při výzkumu volně žijících myší jsme ale nalezli výrazné 
rozdíly v hematologických parametrech odrážející zřejmě jejich odlišnou míru 
parazitovanosti.  Hybridní jedinci mají snížené množství absolutního počtu všech leukocytů, 
specificky eosinofilů a neutrofilů. U všech těchto parametrů jsme prokázali silnou souvislost 
s nákazou mnohobuněčnými parazity.  Naše studie ukazuje, že hybridní jedinci jsou zdravější 
a to patrně díky zvýšené rezistenci k parazitárním nákazám oproti rodičovským poddruhům. 
Naše zjištění potvrzují také výsledky výzkumu, který porovnává přímo množství 
helmintárních parazitů u jedinců v rámci hybridní zóny (Baird et al., 2012). V hybridní zóně 
myši domácí tedy pravděpodobně platí hypotéza resistence hybridů (Fritz et al., 1994) . To by 
znamenalo, že parazitární nákazy nehrají významnou roli v udržování stabilní hybridní zóny 
oddělených poddruhů M. m. musculus a M. m. domesticus. Hybridní zóna myši domácí tedy 
pravděpodobně není udržovaná parazity zprostředkovanou selekcí a v hybridní zóně 
nedochází k hybridnímu rozpadu, jak postulovaly dvě předchozí studie zabývající se tímto 
tématem (Moulia et al., 1991; Sage et al., 1986). Dle teorie červené královny je pro 
hostitelské populace výhodné udržování vysoké genetické variability, která znemožňuje 
parazitům přizpůsobit se všem jedincům v populaci (Ladle, 1992; Wolinska et al., 2008).  
Hybridizace dvou poddruhů myši domácí může vést k vytváření nové genetické variability, na 
kterou se parazité neměli možnost adaptovat a dochází tak k zvýhodnění hybridních jedinců. 
U hybridů působí takzvaný heterozní efekt, kdy křížením dochází k odstranění negativně 
působících recesivních mutací a k získání výhod obou poddruhů (Hannon et al., 2011). 
Hypotéza Dobzhanského a Müllera ale předpovídá, že v alopatrických populacích dochází 
k vzniku a fixaci odlišných alel (Bateson, 1909; Dobzhansky, 1936; Muller, 1942). Při 
sekundárním kontaktu a křížení těchto populací vznikají genotypy, ve kterých se setkávají 
dosud nevyzkoušené kombinace alel, které mohou být vzájemně inkompatibilní a vést 
k znevýhodnění hybridních jedinců. Baird et al. (2012) navrhuje, že vznik takových 




Červené královny. Díky udržování vysoké genetické variability frekvenčně závislou selekcí, 
nedochází v oddělených populacích k fixaci odlišných alel a mezi poddruhy je udržován 
značná polymorfismus. Pokud se ale zaměříme na dílčí imunologické obranné mechanismy, 
jako je například vyšetření zánětlivé imunitní reaktivity myší pomocí otokového kožního 
testu, pak naše výsledky nijak nepodporují představu zvýšené prozánětlivé imunoreaktivity 
hybridů. Obranu proti helmintárním parazitům zajišťuje především Th2 typ imunitní odpovědi 
(Ovington and Behm, 1997), zatímco otokový kožní test s použitím ConA vyvolává 
zánětlivou reakci, pravděpodobně zprostředkovanou Th17 lymfocyty. Je tedy pravděpodobné, 
že heterozní efekt působí jen na určité aspekty imunitního systému myši domácí, zatímco jiné 
se řídí spíše hypotézou dominance (Fritz et al., 1994). S tím by pak mohl souviset i odlišný 
význam různých typů parazitů při udržování hybridní zóny nebo při průchodu různých 
genotypů parazitů přes tuto zónu.  
Obě použité metody vyšetření zdravotního stavu ale ukazují na zvýšenou rezistenci 
poddruhu M. m. musculus oproti M. m. domesticus. Hematologické parametry M. m. musculus 
vypovídají o nižší parazitaci a tedy vyšší rezistenci tohoto poddruhu k parazitárním nákazám. 
Poddruhy se liší především v absolutním počtu neutrofilních granulocytů, což jsou 
fagocytické buňky zajištující především obranu proti virovým a bakteriálním nákazám 
(Geering et al., 2013). Prokázali jsme ale i souvislost jejich počtu s množstvím parazitických 
tasemnic. Hematologické parametry se u inbredních linií myší dvou studovaných poddruhů 
v kontrolovaných podmínkách chovů výrazně neliší. To značí, že změny pozorované v rámci 
hybridní zóny jsou skutečně vyvolány parazitací a změnou zdravotního stavu. U poddruhu M. 
m. musculus jsme pozorovali i zvýšenou schopnost prozánětlivé imunitní reakce oproti 
poddruhu M. m. domesticus. Naše práce ukazuje, že poddruh M. m. musculus je méně 
parazitován a má lepší schopnost prozánětlivé obrany proti nákazám. S tím je opět ve shodě i 
práce studující množství mnohobuněčných červů napadajících myši v hybridní zóně (Baird et 
al., 2012). U myší poddruhu M. m. musculus byl pozorován výrazně nižší počet i nižší 
diverzita parazitů oproti M. m. domesticus. Mezi poddruhy myši domácí bylo nalezeno mnoho 
dalších odlišností a to i behaviorálních. Samci poddruhu M. m. domesticus jsou oproti 
samcům druhého poddruhu agresivnější (Frynta et al., 2005; Munclinger and Frynta, 2000) a 
jejich častější konfliktní interakce mohou vést k zvýšenému vzájemnému předávání 
parazitárních nákaz a zhoršenému zdravotnímu stavu tohoto poddruhu. Pokud je poddruh M. 
m. musculus skutečně celkově zdravější a tedy selektivně výrazně zvýhodněn, mělo by 




Studium chromosomu X skutečně naznačuje, že se hybridní zóna v minulosti pohybovala 
západním směrem a tedy že poddruh M. m. musculus postupně vytlačuje M. m. domesticus 
z jeho území (Macholan et al., 2007).  
Z našich výsledků vyplývá, že parazity zprostředkovaná selekce nehraje roli v udržování 
tenzní hybridní zóny myši domácí. Hybridní jedinci jsou pravděpodobně znevýhodněni jinými 
mechanismy, než zvýšenou náchylností k parazitům. Velkou roli v udržování tenzní zóny 
hraje patrně hybridní sterilita (Albrechtova et al., 2012; Janousek et al., 2012; Turner et al., 
2012). Snížená schopnost reprodukce byla prokázána jak u laboratorního křížení tak i přímo u 
myší v hybridní zóně (Turner et al., 2012). U hybridních jedinců můžeme pozorovat snížený 
počet spermií i jejich zhoršenou pohyblivost (Albrechtova et al., 2012). Za hybridní sterilitu 
jsou pravděpodobně zodpovědné některé geny na chromosomu X (Bhattacharyya et al., 2014; 
Janousek et al., 2012) mechanismy hybridní sterility a udržovaní hybridní zóny ale nejsou 
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Obrázek 1 str. 20 
Geografický původ z přírody odvozených inbredních linií zkoumaných v této práci 
 
Obrázek 2 str. 33 
Pozice česko-bavorského transektu v rámci hybridní zóny myší domácí 
Upraveno podle: Macholan, M., Baird, S.J.E., Munclinger, P., Dufkova, P., Bimova, B., 
Pialek, J., 2008. Genetic conflict outweighs heterogametic incompatibility in the mouse 
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